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Untersuchungen iiber die Gallensiuren. 
VIII. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Lithocholsdure. 
Von 


Heinrich Wieland und Paul Weyland. 


(Aus dem organ.-chem. Laboratorium der Technischen Hochschule zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18, April 1920.) 


Im Jahre 1911 hat Hans Fischer’) in einer Partie von 
Rindergallensteinen bestimmter Herkunft eine neuartige Saiure 
gefunden, die ihren Reaktionen und ihrer Zusammensetzung 
nach in die Gruppe der Gallensiiuren gehért. Sie hat die Zu- 
sammensetzung C,,H,,0,, und es liegt nahe, in ihr die ein- 
wertige Alkoholsiiure der Gruppe zu sehen, eine Mono- 
oxycholansiure, deren biologisches Auftreten neben dem 
der beiden typischen Gallensiuren, der Dioxycholansiiure (Des- 
oxycholsiiure C,,H,,0,) und der Trioxycholansaéure (Cholsiure 
C,,H,,0,) durchaus méglich erschien. Hans Fischer hat 
die neue Siure als Lithocholsiure (Gallensteinsiure) be- 
zeichnet. Der Entdecker hat nach privater Mitteilung bei 
der Verarbeitung von Rindergallensteinen aufier dem einzigen 
Mal bei der Auffindung die Séiure nie mehr in die Hinde be- 
kommen. So erlaubte Materialmangel nicht, in der zitierten 
Arbeit iiber Analysen und prizise Feststellung der physikalischen 
Konstanten hinauszugehen. Ein Jahr spiter beschaftigt sich 


*) Diese Zeitschr. Bd. 73, 8. 234 (1911). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 10 
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der englische Chemiker Schryver') in einer Abhandlung iiber 
die Zusammensetzung der Rindergalle mit der Frage nach dem 
Vorkommen der Lithocholsiure. Da es ihm trotz griindlicher 
Bemiihung nicht gelingt, die Siéure in der Galle zu finden, 
glaubt er sich zu dem Schluf berechtigt, daf} sie keinen 
natiirlichen Bestandteil der Galle bilde und dal es sich bei 
dem Befund Fischers um das Produkt eines pathologischen 
Prozesses handle. 

Die Bearbeitung der Nebensiuren der Galle, die der eine 
von uns schon seit mehreren Jahren betreibt, hat uns zu 
anderen Ergebnissen gefiihrt als Schryver. Wir haben 
aus Rindergallen verschiedener Herkunft Lithochol- 
siure isolieren kénnen, auf schwierigem und umstiind- 
lichem Wege zwar und in geringen Mengen, aber doch so be- 
stimmt, dafi wir die Lithocholsiure als einen normalen 
Bestandteil der Galle betrachten miissen. Die von uns 
gewonnene Saiure stimmt in ihren Eigenschaften in jeder Hin- 
sicht — abgesehen von einer nicht unerheblichen Differenz in 
der optischen Drehung — vollkommen mit der Fischerschen 
Lithocholsiure iiberein, von der uns ein Originalpriiparat zum 
Vergleich zur Verfiigung stand. 

Wir besitzen noch keine quantitative Methode zur Ab- 
trennung der Lithocholsiure. Daher geben unsere Ausbeuten 
keinen ganz scharfen Mafistab fiir den Gehalt der Galle an 
Lithocholsiure (die gleich den beiden andern Gallensiuren 
zweifellos in gepaartem Zustand in der Galle enthalten sein 
wird). Aus 100 kg Rindergalle gewannen wir rund 1 g Li- 
thocholsiure; sehr viel mehr diirfte nicht darin enthalten sein, 
sicherlich nicht mehr als 2 g. Demnach tritt die Lithochol- 
siure der Menge nach ganz gewaltig zuriick gegeniiber Chol- 
siure und, Desoxycholsiure, von deren einer 5—6 kg, von 
deren anderer 600—800 g in 100 kg Galle enthalten sind. 
Die Methode, nach der wir bei der Isolierung der Lithochol- 
siure gearbeitet haben, behandeln wir ausfiihrlich im Ver- 


suchsteil. 


1) Journ. of Physiol. Bd. 44, S, 265 (1912). 








Untersuchungen iiber die Gallensiiuren. VIII. 125 


Fiir die nihere Untersuchung der interessanten Siure 
standen uns 3,4 g reiner Substanz zur Verfiigung. Dank des 
fiir uns hierbei ganz unentbehrlichen Hilfsmittels der Pregl- 
schen Mikroanalyse haben wir nicht nur die chemische An- 
reihung der Lithocholsiiure an die beiden hydroxylreicheren 
Gallensiiuren einwandfrei vornehmen kénnen, sondern die oxy- 


dative Aufspaltung hat uns aufierdem noch einen willkommenen. 


Beitrag zur Konstitution des Gallensiiuremolekiils geliefert. 

Durch vorsichtige Oxydation mit Chromsiure geht Litho- 
cholsiure in eine Ketocholansiiure C,,H,,0,, in Dehydro- 
lithocholsiure iiber. Damit ist bewiesen, dafi im Molekiil 
eine sekundiire Alkoholgruppe enthalten ist; die Natur der 
3 Sauerstoffatome — 2 gehéren der Carboxylgruppe an — ist 
bestimmt. Bei der Destillation im Vakuum verliert die Litho- 
cholsiiure 1 Molekiil Wasser; es entsteht eine einfach unge- 
sittigte Siure, die Cholensiure C,,H,,0,. Bei der gleichen 
Reaktion ist in vollkommen analoger Weise Desoxycholsaure 
in Choladiensiure C,,H,,0,, Cholsiure in Cholatriensiure 
C,,H,,0, umgewandelt worden. Die Hydrierung mit Palladiun- 
schwarz und Wasserstoff hebt die Doppelbindung auf. Das 
Produkt ist Cholansiure, die Grundsiure der ganzen Gruppe, 
die auch bei der Hydrierung der doppelt und der dreifach 
ungesittigten Siaéure erhalten worden ist. Damit ist der 
scharfe Nachweis fiir die Konstitution der Lithochol- 
siure als Monooxycholansdure gefihrt. 

Fiir die Desoxycholsiiture (Dioxycholansiure) steht fest, 
daf} ihre beiden Hydroxylgruppen auch in der Cholsiure (Tri- 
oxycholansiure) in gleicher Stellung enthalten sind’). In der 
VII. Mitteilung*) ist ferner bewiesen, dafi die beiden sekun- 
diren Alkoholgruppen in je einem von zwei kondensierten 
hydroaromatischen Ringen stehen, und zwar die eine in einem 
Sechsring, die andere héchst wahrscheinlich in einem Fiinf- 
ring. Fiir den mit Hydroxyl besetzten Teil des Molekiils der 
Desoxycholsiure ergab sich der nachstehende Ausdruck 


*) Borsche Bd. 52, S. 342 (1919). 
*) Diese Zeitschr. B. 108, S. 311—314 (1919). 
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Die Beziehungen der Lithocholsiure zur Desoxycholsiiure 
beziiglich der Stellung der Hydroxylgruppe liefien sich nun 
weiter mit voller Schirfe ableiten. Durch Salpetersiiure wird 
nimlich Lithocholsiure (iiber die Ketosiiure) ganz analog den 
beiden andern Gallensiiuren mit Leichtigkeit aufgespalten. Aus 
dem sauerstoffhaltigen Ring entstehen unter Aufsprengung 
zwei Carboxylgruppen, genau so wie es bei der oxydativen 
Aufspaltung der Cholsiiure zu Biliansiiure und der Desoxychol- 
siiure zu Desoxybiliansiiure der Fall ist. Das Oxydations- 
produkt der Lithocholsiure, die Séiure C,,H,,0,, ist 
die dreibasische Grundsiiure der Biliansiuregruppe; 
wir bezeichnen sie als Lithobiliansiure. 

Dafi in der Gruppe der Biliansiure der Sechsring der 
oben gegebenen Formel gedffnet ist, wurde in der VI. Mit- 
teilung bewiesen’). Aus der VII. Mitteilung geht hervor, dafi 


die Sprengung des Fiinfrings weit schwieriger erfolgt?). Auf 


diese Tatsachen lait sich schon mit ziemlicher Wahrschein- 
lichkeit die Annahme stellen, dai der Sechsring die Hydroxy!- 
gruppe der Lithocholsiure trigt. Das Ergebnis der Hitze- 
zersetzung der Lithobiliansiure erhéht diese Annahme zum 
scharfen Beweis. Dabei entsteht nimlich unter Verlust von 
je 1 Molekiil CO, und Wasser eine Ketosiiure C,,H,,0,, die 
Brenzlithobiliansiure, die in ihrer Bildung und in ihrer 
Konstitution vollkommen der Brenzdesoxybiliansiure*) ent- 
spricht. Da nur 1—6, nicht aber 1—5 Dicarbonsiiuren cycli- 
sche Ketone geben kénnen, so muf die sekundire Alkohol- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 297 (1919). 
*) Vgl. die Darstellungsmethoden fiir Desoxybiliansiure und Cho- 


loidansiure. 
5) VI. Mitteilung, Diese Zeitschr. Bd. 108, 8. 298 (1919). 
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eruppe der Lithocholsiure im Sechsring stehen, entsprechend 
nachstehendem Fragment der Gesamtstruktur: 


CH CH 
: CH, CH — CH, , & m~eH 
i HOCH CH CH, CO CH CH, 
. CH, CH, CH, CH, 
i Lithocholsiure Dehydro-lithocholsiiure 
' | 
L | 
4 CH CH 
4 COOH CH — CH, . CO CH—CH, | 
COOH CH CH, CH,—CH  ¢H; 
CH, CH, CH, 
Lithobiliansiure Brenzlithobiliansiure 


Unsere Untersuchung weist hier eine Liicke auf. Die zu | 
erwartende [so-lithobiliansiure, die gemiéf} der Analogie 
; mit der Aufspaltung der Cholsiiure und Desoxycholsiure durch 
a Verschiebung der Offnungsstelle neben der Lithobiliansiure 
auftreten wird, 





| 
| 


CH CH | 

CH, CH—CH, _, CH, CH-— CH, | 

cO CH CH, COOH CH CH, Hi 

2 Pad he Ps ee if t 

CH, CH, COOH CH, 

haben wir nicht feststellen kénnen. Dies ist nicht erstaun- ' 


lich angesichts des Umstandes, dafi fiir die Operation nur 
wenige Dezigramme eingesetzt werden konnten und dafi vor- 
aussichtlich auf héchstens 10°/, Ausbeute an Isosiure zu 
rechnen ist. 
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In der V. Mitteilung iiber die Gallensiiuren haben Wice- 
land und Boersch’) bei der Reduktion von Dehydrodesoxy- 
cholsiiure mit amalgamiertem Zink und Salzsiiure ein Carboxyl- 
sauerstoffatom durch Wasserstoff ersetzt und so eine Keto- 
cholansiure C,,H,,0, erhalten, die mit der Dehydro- 
lithocholsiiure nicht identisch ist. Diese isomere Siure 
leistet der oxydativen Aufspaltung durch Salpetersiure hef- 
tigen Widerstand. Doch konnte sie durch lingere Einwirkung 
ebenfalls zu einer mit Lithobiliansiiure isomeren Tricarbon- 
siure C,,H,,0, oxydiert werden. Diese Tricarbonsiiure gibt 
nun bei der Hitzezersetzung kein Kohlendioxyd, sondern blof 
1 Molekiil Wasser ab. Es entsteht ein Anhydrid, das durch 
Alkalien wieder zur dreibasischen Siure aufgespalten wird. 
Daraus ergibt sich, daf} eine 1,5-Dicarbonsiiure vorliegen mul 
und daf} die Ketongruppe in der Ketocholansiure von Wie- 
land und Boersch in einem Fiinfring steht. | 

Die Annahme des Fiinfrings wurde zuerst aus den Re- 
sultaten der Hitzezersetzung der Choloidansiiure gezogen. Die 
Choloidansiure ist das Produkt der doppelten Ringéffnung am 
Desoxycholsiuremolekiil, und zwar fiihrt die Reaktion leicht 
und rasch zur Aufspaltung des Sechsrings (Desoxybiliansiiure), 
wihrend der zweite Ring einer nachdriicklicheren Kinwirkung 
der Salpetersiure bedarf. 


x | | 


CH CH CH 
eee | #%, Sh. 
CH, CH — CH, _, COOH CH — CH, COOH CH — CH, 
| | | | | | | 

HOCH CH HCOH COOH CH CO COOH CH COOH 

be Aaa 5 SS ie oe ee” 

CH, CH, CH,  €d, CH, COOH 
Desoxycholsiure Desoxybiliansiiure Choloidanséure 


Diese beiden Ringspaltungen haben wir jetzt mit den Er- 
gebnissen der Oxydation der Lithocholsaiure und der syntheti- 
schen Ketocholansiure, jede fiir sich, an getrennten Molekiilen 


vorgenommen. 


') Diese Zeitschr. Bd. 106, 8. 190 (1919). 
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CH CH 
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CH, CH — CH, COOH CH — CH, 
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Lithocholsiure 


| 
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CH CH CH 

i P dae yn : 
CH, ‘CH — CH, CH, CH — CH, CH, CH — CH, : 
CH, CH CO CH, CH COOH CO 
NEF ee i CH, CH \ 

CH, CH, CH, COOH ses fe o 

CHe CO 

Synth. Zweite Brenzsiiure 
Ketocholansiiure C,, H;,0; 


Wir glauben, dafi die Existenz des Fiinfrings im Gallen- 
siiuremolekiil damit einwandfrei festgelegt ist, wenn nicht — ein 
Vorbehalt, den auch Windaus in der gleichen Frage macht!) — 
die Regeln iiber die thermische Verinderung von Dicarbon- 
siuren an cyclischen Systemen eine ganz unerwartete und 
unwahrscheinliche Ausnahme ‘erfahren. 


BAR ee 


Die Isolierung der Lithocholsaure. 


: Bei der Trennung der Gallensiuren iiber die Baryumsalze 
OH & geht die Lithocholsiure mit der Desoxycholsiure. Sie findet 

sich in der Baryumsalzfallung, die zur Abscheidung von Chol- | 
siiure und Desoxycholsiure vorgenommen wird. Es ist erfor- 
derlich, die Fettsiuren in einem mdglichst friihen Stadium der 
Verarbeitung fortzunehmen. Das wird am leichtesten dadurch 
erreicht, dafi man die aus den Barytsalzen durch Umkochung 
mit Natriumcarbonat erhaltene Natriumsalzlésung unter Ligroin 
langsam unter Schiitteln oder Turbinieren ansiuert. Die so i 


) B. 52, 163 (1919). 
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gereinigten Rohsiiuren werden dann aus der dreifachen Menge 
Kisessig umkristallisiert, mit der Vorsicht, dafi die Substanz 
in das zum Sieden erhitzte Lésungsmittel fein gepulvert ein- 
getragen wird. Liingeres Kochen fiihrt zur Acetylierung, 
Acetyldesoxycholsiiure ist in Kisessig betriichtlich leichter lés- 
lich als Desoxycholsiiure. Ihre Trennung von den andern 
Begleitsiiuren gelingt auf diesem Weg nicht. 

Uber Acetyldesoxycholsiiure vgl. die folgende Abhandlung 
S. 143. 

Die Kisessig-Mutterlauge von der auskristallisierten Des- 
oxycholsiiure wird im Vakuum auf '/, des Volumens eingeengt 
und liefert nach einigem Stehen noch eine zweite Kristalli- 
sation. In den Restlaugen ist dann die Lithocholsiure neben 
viel Desoxycholsiiure und neben andern, gréfitenteils amorphen 
Siiuren von unbekannter Konstitution enthalten. Die Haupt- 
schwierigkeit ihrer Isolierung beruht auf der grofen Uberein- 
stimmung der Kigenschaften von Litho- und Desoxycholsiiure. 
Beider Siiuren Baryumsalze sind in Wasser schwer léslich, 
beider Natriumsalze kristallisieren aus heifiem Alkohol. Hine 
Erleichterung liegt in der gréBeren Léslichkeit der Lithochol- 
siiure in Ather, wobei aber zu bemerken ist, da auch die nicht 
reine Desoxycholsiiure von diesem Lisungsmittel in ansehnlicher 
Menge gelést wird. Der Umstand, daf} die Alkalisalze der 
Lithocholsiure in Wasser schwer léslich sind, kommt deshalb 
nicht zur Wirkung, weil sie bei Gegenwart von Desoxycholat 
diese Kigenschaft verlieren. Schliefilich hat sich als wichtiges 
Hilfsmittel die fraktionierte Trennung auf Grund der ver- 
schieden starken Aciditiit bewihrt. Eine atherische Lésung, 
die beide Siiuren im Gemisch enthilt, gibt an Lauge zuerst 
iiberwiegend Desoxycholsiiure ab. 

Nach den hier kurz beriihrten Prinzipien ist bei der Iso- 
lierung der Lithocholsiiure verfahren worden. Wir geben im 
folgenden den Verlauf der Operation wieder, wie er sich bei 
der Verarbeitung der Laugen aus 348 kg Rohgalle als erfolg- 
reich erwiesen hat. Uber die Methoden, die bei anderem 
Material ebenfalls Lithocholsiure ergeben haben, wird spiater 
zu berichten sein. 
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Die Kisessig-endlaugen, von denen oben die Rede war, wurden 
im Vakuum bis zur Syrupkonsistenz eingedampft, und der Riick- 
stand dann mit viel Ather ausgeschiittelt. Diese Atherlisung lie 
beim Herausschiitteln des mit in Ather gegangenen Eisessigs 
durch Natronlauge Schmieren fallen, von denen abgegossen 
wurde; sie bestanden zum Teil aus Desoxycholsiiure, zum gréfi- 
ten Teil aus braungriin gefirbten amorphen Siiuren. Der in 
Ather unldsliche Riickstand von oben wurde in Ammoniak 
velést und unter Ather unter starkem Durchschiitteln mit Salz- 
siiure gefillt. Die so erhaltene Atherlésung wurde etwas ein- 
geengt und dann mit der zuerst erhaltenen Atherlisung ver- 
einigt. Hierbei fielen wiederum Schmieren aus, von denen ab- 
gegossen wurde. Die Schmieren bestehen der Hauptsache nach 
aus Desoxycholsiure. Die in Ather gelésten Siiuren wurden 
dann fraktioniert mit Normalnatronlauge herausgeschiittelt. 

|. Fraktion mit 250 ccm 


ae ‘s  \ ae 
3 : », 400 
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Fraktion 1, 2 und 3 wurden unter Ather angesiiuert. Die 
Siiure von 5 ging ganz in Ather. 1 und 2 hinterlieSen braune, 
in Ather unldsliche Schmieren. Aus den vereinigten Ather- 
lésungen wurde dann die Siiure wieder mit Natronlauge heraus- 
geschiittelt und diese alkalische Liésung mit der vierten Salz- 
lésungsfraktion von oben vereinigt. Mit Salzsiiure wurden hier- 
aus die Gallensiiuren als klumpige Masse ausgefallt, die nach 
tiichtigem Durchkneten unter éfters erneuertem Wasser 3 Tage 
auf dem Wasserbad und dann im Exsikkator getrocknet wurde. 
Die so erhaltenen scharf getrockneten 600 g Siéure wurden 
in der dreifachen Menge absoluten Alkohols gelést und mit 
Natriumiithylat (40 g Natrium in 800 ccm Alkohol) verkocht. 
Das in der Hitze schon zur Abscheidung kommende Natrium- 
salz wurde heifi abgesaugt, nochmals mit absolutem Alkohol 
aufgekocht, wieder heifi abgesaugt und gut mit heifiem Al- 
kohol gewaschen. Das trockene Natriumsalz wog 190 g. Die 
hei abfiltrierte Mutterlauge vom Verkochen mit Athylat 
erstarrte in der Kilte. Diese zweite Fraktion hat trotz griind- 
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licher Durcharbeitung keine Lithocholsiiure ergeben. Fiir die 
Weiterverarbeitung blieben also nur obige 190 g Natriumsalz, 
die in Wasser gelést unter wenig Ather mit Salzsiiure ge- 
fallt wurden. Hierbei ging bis auf einen kleinen Rest von 
Desoxycholsiiure alles in Ather. Nach dem Trocknen mit 
Chlorcalcium hinterlief} der Ather beim Abdestillieren 160 ¢ 
eines schmierigen Riickstandes. Dieser wurde nochmals in 
der vierfachen Menge absoluten Alkohols gelést und mit 
Natriumithylat wie oben verkocht. In der Hitze bereits Kri- 
stallisation, von der abgesaugt wurde und die nach 6éfterem 
Waschen mit heifjem Alkohol 87 g trockenes Natriumsalz er- 
gab. Beim Abdestillieren der Hilfte des Alkohols wurde in 
der Hitze noch eine zweite Kristallisation erhalten, die aber 
bis jetzt ebensowenig wie die Restsiiuren der Mutterlauge auf 
ein brauchbares Produkt verarbeitet werden konnte. Die erste 
Kristallisation von 87 g Natriumsalz wurde in Wasser gelist 
und gab angesiiuert 75 g Siéure. Nach scharfem Trocknen 
wurden 68 g dieser Siiure in 210 ccm absoluten Alkohols ge- 
lést und alt der Liésung von 4 g Natrium in absolutem Al- 
kohol (90 cem) versetzt. Die Lésung muf} jetzt schwach al- 
kalisch sein. 

Nach kurzem Kochen am Riickflufkiihler Abscheidung 
von langen verfilzten Nadeln, die hei’ abgesaugt und dreimal 
mit heifiem Alkohol gewaschen 20 g wogen. Diese 20 g 
wurden in 80 ccm Wasser gelést, worin sie ziemlich schwer 
lislich waren. Eine bleibende geringe Triibung wurde mit 
Ather weggenommen. Beim Ansiiuern der nunmehr klaren 
Lésung unter Ather ging alles in den Ather. Die getrocknete 
Atherlisung lie beim Stehen iiber Nacht 1 g Desoxycholsiiure 
ausfallen, die sich nach dem Umkristallisieren aus Eisessig 
einwandfrei durch Schmelzpunkt, Farbreaktion mit Essigsiure- 
anhydrid-Schwefelsiiure und charakteristische Bariumchlorid- 
fiillung (anfiingliche Verschmierung) identifizieren lef. Der 
Atherlésung wurden durch Ausschiitteln mit je 10 ccm 2 n- 
Natronlauge zwei Fraktionen Siéure entzogen. _ 

I. Fraktion. Die alkalische Lésung vom Ather befreit 
gab beim Ansiuern 10,5 g Saéure, die zwar aus Essigester um- 


as ge 





Untersuchungen iiber die Gallensiuren. VIII. 133 


kristallisiert werden konnte, aus der aber erst auf einem 
nachher zu beschreibenden Umweg sich reine Lithocholsiure 
gewinnen lief, s 

II. Fraktion. Die vom Ather befreite alkalische Lésung 
lieSB in der Kalte ein schwerlésliches Natriumsalz gallertig 
ausfallen, das aber nicht abzusaugen war. Deshalb wurde die 
Siure gefillt. Die so erhaltenen 5,5 g trockene, amorphe 
Siure wurden schon beim UbergieBen mit Essigester kristallin 
und ergaben aus 60 cem Essigester umkristallisiert 2,5 g Séure. 
Nach zweimaligem Umkristallisieren aus Essigester war Kri- 
stallisierfahigkeit aus Alkohol erreicht, und nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus méglichst wenig dieses Lésungsmittels 
blieb der Schmelzpunkt konstant bei 186°. Ausbeute 1 g 
reine Lithocholsiéure. 

Die heifi filtrierten Mutterlaugen von der letzten Ver- 
kochung mit Athylat erstarrten beim Erkalten zu einer kri- 
stallinen Masse, die abgesaugt und dreimal mit Alkohol ge- 
waschen 19 g trockenes Natriumsalz ergab. 

Das Salz wurde weiterhin genau behandelt, wie es oben 
fiir das in der Hitze erhaltene Natriumsalz beschrieben wor- 
den ist. Das Verhalten der Fraktionen war das gleiche, so 
dah aus der zweiten Fraktion nochmals 0,9 g Lithocholsiure 
vom Schmelzpunkt 186° erhalten werden konnten. 


Aufarbeitung der Mutterlaugen vom Umkristallisieren 
der lithocholsiurehaltigen Gallensiure-Fraktionen. 


Die Aufarbeitung stiitzt sich auf die Tatsachen, dab von 
den drei bis jetzt bekannten Gallensiuren die Lithocholséure 
die schwiichste Saure ist, da sie in Ather leichter ldslich 
ist wie die beiden anderen Gallensiiuren, und daf} sie das in 
Wasser am schwersten lésliche Baryumsalz bildet. Demge- 
mifi vollzog sich die Aufarbeitung der Mutterlaugen wie 
folet. Ihr Inhalt wurde in Ammoniak gelést und fraktioniert 
mit Chlorbaryum gefiallt. Die ersten Fraktionen, die also 
vor allem das lithocholsaure Baryum enthielten, wurden zur 
Entfernung des Baryumdesoxycholats mit viel Wasser aus- 
gekocht und aus viel 80—90°/,igem Alkohol umkristallisiert. 
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Das Baryumsalz, das so in Nadeln, die zu warzigen Biischeln 
angeordnet waren, erhalten wurde, wurde mit Soda verkocht. 
Vom Baryumcarbonat abfiltriert, wurde die Sodalésung unter 
Ather angesiiuert, wobei die Siiure leicht und gewéhnlich ganz 
in Ather ging. Der getrocknete Ather lieS beim Stehen iiber 
Nacht gewoéhnlich eine Siure auskristallisieren, die schon aus 
Alkohol umkristallisierbar war. Kristallisierte nichts aus, dann 
wurde die Atherlisung mit Natronlauge fraktioniert aus gezogen, 
und die zweite Fraktion der Siiure gab dann aus Essigester und 
hernach aus Alkohol umkristallisiert Lithocholsiure vom rich- 
tigen Schmelzpunkt. So wurden noch insgesamt 1,5 g Lithochol- 
siiure als Nachausbeute gewonnen. Der Ertrag der gleichermafen 
aufgearbeiteten Fraktion I von oben ist darin eingeschlossen. 


Lithocholsaéure C,,H,, 03. 


Aus Alkohol kristallisiert die Siiure in hexagonalen Blatt- 
chen, sie schmilzt bei 186° (Sintern ab 185°), ohne Gasent- 
wicklung zu einer wasserklaren Schmelze. Hans Fischer’) 
gibt als Schmelzpunkt der Lithocholsiure 184--186° an. Der 
Mischschmelzpunkt mit einem Priaparat von Hans Fischer 
aus Rindergallensteinen gewonnener Lithocholsiure liegt bei 
186°. Sie ist in Alkohol besonders in der Hitze sehr leicht 
léslich. In Ather ist sie leichter léslich als die beiden an- 
dern bekannten Gallensiuren. Zur Lésung in Kssigester 
braucht man etwa die 10fache Menge des heifien Lésungs- 
mittels. Aus Eisessig, in dem Lithocholsiure schwer ldslich 
ist (0,2 g lésen sich in 3 ccm Kisessig erst in der Wirme), 
kristallisiert sie in sechseckigen Bliittchen wieder aus, die 
zum Teil kreuzférmig iibereinander gelagert sind. Der Schmelz- 
punkt dieses aus Hisessig erhaltenen Produkts ist auch 186°. 
Es liegt also keine Hisessigverbindung vor. In Benzol ist 
Lithocholsiure vor allen Dingen in der Warme ziemlich léslich, 
ein Umstand, der gut zu ihrer Trennung von Desoxycholsiure 
verwendet werden kann, vorausgesetzt, da die Siuren bereits 
kristallisiert vorliegen, denn amorphe Produkte verschmieren 
mit Benzol. In Gasolin, Ligroin und Wasser ist die Litho- 


') H. 73, S. 234 (1911). 
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cholsiiure unléslich. Reine Lithocholsiure ist vollstindig ge- 
schmacklos. Die Farbreaktion mit Essigsiureanhydrid-Schwefel- 
siiure ist sehr schwach und geht von schwach rosa iiber 
hellbraun (rosa in durchfallendem Licht) nach mehreren Stun- 
den in ein griinliches Hellgelb itiber. Diese schwache Farb- 
reaktion scheint von Spuren einer Siure von sehr starker 
Farbreaktion herzuriihren, die als schwer abtrennbare Beglei- 
terin der Lithocholsiure auftritt'). In Ammoniak ist die 
Lithocholsiure in der Kialte schwer léslich. Ist die Lésung 
in der Hitze bewirkt, so kristallisiert das Ammoniumsalz 
in der Kilte in haarférmigen verfilzten Nadeln wieder aus. In 
Soda ist sie in der Kialte ebenfalls unléslich. Beim Kochen 
erfolgt Lésung, in der Kalte Erstarrung zu einer Gallerte, die 
nach langem Stehen in feine verfilzte Nadeln tibergeht. Mit 
Natriumithylat kristallisiert aus der alkoholischen Lésung in 
der Hitze das Natriumsalz aus, eine allen drei Gallensiuren 
gemeinsame Reaktion. Die schwer léslichen Alkalisalze der 
Lithocholsiure sind mit Natriumdesoxycholat spielend in L6- 
sung zu bringen, ein Umstand, der die Trennung aufjerordent- 
lich erschwert. 

Mikroanalysen nach Pregl der im Hochvakuum bei 110° 
konstant getrockneten Saiure. Die Abnahme betrug 0,7°',. 

5,303 mg: 14,871 mg CO, und 5,044 mg H,O 
5,237 mg: 14,654 mg CO, und 5,001 mg H,O 
C,,H,,0, berechnet: C 76,58°/, H 10,71%, 
gefunden: 76,48°), 76,32°), 11,65°,, 10,69°,,. 

Spezifische Drehung: Konzentration 1,543°/, (absoluter 
Alkohol), abgelesener Winkel + 0,36° [a]} = + 23,33°. 

Fischer gibt eine spezifische Drehung von ||} = 
+ 32,14° an. 

Dehydrolithocholsaiure C,,H,,0,. 
0,3 g Lithocholsiure in 10 ccm Hisessig gelést wurden mit 


65 mg Chromsiure in einigen Tropfen Wasser versetzt. Hierbei 


'’ Die von H. Fischer angegebene ,leichte Griinblaufiirbung* tritt 
bei der ganz reinen Lithocholséure nicht ein, wovon sich Herr Kollege 
Fischer persénlich tiberzeugt hat. W. 
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stieg die Temperatur von 22° auf 26°. Nach 2 Stunden war 
wieder Zimmertemperatur erreicht. Die Reaktionsfliissigkeit 
wurde mit einigen Tropfen schwefliger Siure hellgriin gefirbt 
und im Exsikkator eingedunstet. Nach kurzem Einengen 
zeigte sich kristalline Ausscheidung sehr feiner filziger Nadeln. 
Nach volligem Eintrocknen wurde das erhaltene Pulver im 
Extraktionsapparat mit Ather I ausgezogen. Die entstandene 
Ketosiure ging leicht in Ather. Schon beim Abdunsten des 
Athers zeigten sich am Rand der Filiissigkeit flechtenartig 
vereinigte Nadeln. Der Atherriickstand wurde in Soda auf- 
genommen. Lésung erfolgte erst in der Wirme. Beim Er- 
kalten schied sich das Natriumsalz der Ketosiure in Form 
feiner Nadeln als Kristallbrei wieder ab. Das Natriumsalz 
wurde mit Salzsiure zerlegt und die freie Siure aus 70 °/,igem 
Alkohol umkristallisiert, aus dem sie in kleinen rhomboeder- 
artigen Blittchen herauskam. Nach dreimaligem Umkristal- 
lisieren aus verdiinntem Alkohol wurde der konstante Schmelz- 
punkt von 140—141° erreicht. Mit Essigsiureanhydrid- 
Schwefelséiure gibt die Siure nur langsam schwache Rosa- 
farbung im Gegensatz zur isomeren Ketocholansiure von Wie- 
land und Boersch!’), die starke Farbreaktion: gelb orange, 
rot mit griiner Fluoreszenz, liefert. 

Im Hochvakuum bei 110° keine nennenswerte Abnahme 
der Analysensubstanz. 

5,085 mg: 14,8349 mg CO, und 4,775 mg H,O 
5,352 mg: 15,082 mg CO, und 5,026 mg H,O 
C,,H 3,03, berechnet: C 76,94 °/, H 10,23°/, 
gefunden: 76,96°/, 76,86°/,  10,51°/, 10,51°/,. 


Cholensadure C,,H,, O,. 


Die Wasserabspaltung aus der Lithocholsiiure wurde durch 
Destillation im gewoéhnlichen Wasserstrahlpumpenvakuum er- 
reicht nach der gleichen Methode, nach der Wieland und 
Weil?) aus Cholsiure Cholatriensiiure, Wieland und Sorge’) 
aus Desoxycholsiure Choladiensaéure dargestellt haben. 


1) H. 106, S. 198 (1919). 2) H. 80, 8. 296 (1912). 
8) H. 98, S. 59 (1916). 
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0,3097 g Lithocholsiure wurde in einem tief angesetzten 
kleinen Schwertkolben im Metallbad erwirmt. Kurz nach 
dem Schmelzen trat bei ca. 190° Aufentemperatur lebhaftes 
Schiumen ein. Deshalb mufte bei dieser Temperatur einige 
Zeit gehalten werden, bis sich die Schmelze wieder beruhigt 
hatte. Nach Steigern der Auffentemperatur setzte langsam 
Destillation eines wasserklaren Oles ein, die bei einer Au®en- 
temperatur von 325° nach etwa 1'/, Stunden beendigt war. 
Als Riickstand blieb nur ganz wenig eines dunkelbraunen 
spréden Harzes im Kolben zuriick. Das Destillat war schon 
wihrend der Destillation kristallin geworden. Nach dem Er- 
kalten war es sehr spréde und konnte nach dem Pulvern, 
wobei die Substanz stark elektrisch wurde, aus verdiinntem 
Alkohol (etwa 80 °/, ig) leicht umkristallisiert werden, aus dem die 
Siure in warzenférmig angeordneten diinnen Niidelchen heraus- 
kam. Nach mehrmaligem Umkristallisieren wurde der Schmelz- 
punkt bei 155—154° konstant gefunden. Wiihrend der De- 
stillation erlitten die 0,3097 g Lithocholsiure einen Gewichts- 
verlust von 16,3 mg = 5,26°/,. Fiir die Abspaltung von 1 Mol 
Wasser aus Lithocholsiure berechnet sich eine Gewichtsabnahme 
von 4,79°/,. Die Cholensiiure ist in den meisten organischen 
Lésungsmitteln, auch in Benzol und Ligroin, leicht léslich. 
Die Siiure ist gegen Kaliumpermanganat unbestindig. Ihr 
Natriumsalz ist so schwer léslich, daf} die Saiure auch in der 
Wiirme weder in Soda, noch in verdiinnte Natronlauge geht, 
genau wie dies bei Choladien- und Cholatriensiure der Fall ist. 
In Ammoniak ist sie erst in der Hitze léslich. Aus der warmen 
Lésung fallt Bariumchlorid sofort kristallinisches Barium- 
cholenat. Auffallig ist die Farbreaktion der Cholenséure mit 
Kssigsiureanhydrid beim Hinzusetzen eines Tropfens konzen- 
trierter Schwefelsiure. Die starke Farbreaktion erinnert leb- 
haft an die des Cholesterins. Die Farbe geht von gelb iiber 
rosa, rotviolett sehr bald in ein sehr dunkles, rotstichiges 
Violett iiber, das nach etwa 3/, Stunde zu einem dunklen 
Olivgriin wird. Es ist bemerkenswert, dafi die einfach unge- 
sittigte Siure noch diese intensive Farbreaktion gibt, zu deren 
Krzeugung also eine Doppelbindung im Ringsystem geniigt. 
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: | Wir haben keine Angabe dariiber gefunden, ob auch das 
Bt | Cholesten, das der Cholensiure in der Siattigung (nicht in | 
| der Stellung der Doppelbindung) entspricht, eine Farbung mit 





ee EL PR a ae ied ek 





| Essigsiureanhydrid-Schwefelsiure liefert. | my 
Die Analysensubstanz erlitt im Hochvakuum bei 110° eu 
getrocknet keine Abnahme. cl 
5,923 mg: 17,396 mg CO, und 5,703 mg H,0O 7 

5,657 mg: 16,633 mg CO, und 5,281 mg H,O A 

C,,H,,0, berechnet: C 80,38°/, H 10,699, 2' 
gefunden:  80,10°/, 80,199, 10,77), 10,45°/,. = J 
Cholansaure C,,H,,0,. 4 f 

161,35 mg reine Cholensiure wurden in 10 ccm Eisessig ] fl 
aufgeschlemmt und mit 0,2 g Palladiumschwarz unter Wasser- mp 
stoff in der Schiittelbirne geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme d 
war sehr lebhaft und bereits nach 1/, Stunde beendigt. Die SI 
festen Kristalle der Cholensiure waren verschwunden und an n 
ihre Stelle war eine milchige Suspension feiner Nadeln getreten. ed 
Es wurde 2 Stunden geschiittelt. Die Wasserstoffaufnahme ' b 
betrug 35 ccm. Durch Erwiirmen wurde die Suspension in i | bi 
Lésung gebracht und vom Palladium abfiltriert. Beim Stehen | @ 
lief} die Essiglésung voluminése Nadeln von Cholansiure aus- : R 
kristallisieren, die keine Farbreaktion mehr zeigten. Nach k 


zweimaligem Umkristallisieren aus Alkohol wurde der Schmelz- 
punkt 162—163° erreicht. Der Mischschmelzpunkt mit einem 
durch Reduktion nach Clemmensen aus Dehydrocholsiure 
von Wieland und Boersch') hergestellten Priparat lag bei 
161—162°. 

Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum bei 110° 
konstant getrocknet. Abnahme 0,4°/,. 


Z\ 


7,254 mg: 21,199 mg CO, und 7,279 mg H,O 
5,478 mg: 16,007 mg CO, und 5,596 mg H,O 
C,,H,). 0, berechnet: C 79,94°/, H’11,19°/, 
gefunden:  79,70°/, 79,69,  11,28°/, 11,48°/,. 


19 


') H. 106, 8. 195 (1919). 
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Lithobilianséiure C,,H,,0,. 


0,3 g Lithocholsiure wurden mit 1 ccm Salpetersiure 
yom spezifischen Gewicht 1,4 iibergossen. Die in der Kilte 
nur langsam einsetzende Reaktion wurde auf dem Wasserbade 
eingeleitet und fihrte alsbald zu einer klaren Lisung. Nach 
etwa 10 Minuten triibte sich die Reaktionsfliissigkeit durch 
Ausscheidung feiner Nadeln von Lithobiliansiure. Nach 15 bis 
20 Minuten war die Reaktion praktisch beendigt, was sich 
durch das fast ginzliche Aufhéren der Entwicklung von NO,- 
Diimpfen zu erkennen gab. Deshalb wurde die Oxydation durch 
Hinzufiigen von 1—2 ccm Wasser unterbrochen, der Nieder- 
schlag gut durchgerieben, wobei die anfangs auf Wasserzusatz 
flockige Ausscheidung fest wurde, und abgesaugt. Das trockene 
Produkt wurde mit wenig Ather angerieben und zeigte nach 
dem Absaugen schon gleich den Schmelzpunkt von 278°, der 
sich auch durch zweimaliges Umkristallisieren aus Eisessig 
nicht iiber 279° hinauftreiben lief; bei dieser Temperatur flieBt 
die Lithobilianséiure unter kurzem Aufschéiumen zu einer hell- 
braunen Schmelze zusammen. Kristallform aus Eisessig: an 


| beiden Enden durch steile Domen abgegrenzte Prismen, die 


zum Teil kreuzférmig iibereinandergelagert sind, zum Teil 
Rosetten bilden. Aus dem Riickstand der Athermutterlauge 
konnte noch durch Umkristallisieren aus Eisessig eine Nach- 
ausbeute an reiner Lithobiliansiiure erhalten werden. 


Die Analysensubstanz erfuhr im Hochvakuum bei 110° 
zur Konstanz getrocknet keine nennenswerte Abnahme. 
5,265 mg: 13,214 mg CO, und 4,319 mg H,O 
6,325 mg: 15,889 mg CO, und 5,297 mg H,O 
C,,H,,0, berechnet: C 68,20°/, H 9,079, 
gefunden : 68,45°/, 68,51°/, 9,18°/, 9,37%,. 


Brenz-Lithobiliansaure C,, H,, 03. 


78,8 mg Lithobiliansiiure wurden im wasser- und kohlen- 
siurefreien Stickstoffstrom bei 280—300° im Metallbad der 
Hitzezersetzung im Verlauf von */,—°/, Stunden unterworfen. 


Die Reaktion wurde quantitativ dadurch verfolgt, dab erstens 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 11 BAL 
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die Gewichtsabnahme der Substanz beim Erhitzen bestimmt 
wurde, und zweitens im angeschalteten Chlorcalciumrohr und 
Kaliapparat das gebildete Wasser und die Kohlensaure auf- 
gefangen wurden. Der Gewichtsverlust der Substanz betrug 
14,5 mg oder 18°/,, wiihrend sich fiir ein Mol. Kohlensiure 
und ein Mol. Wasser ein Gewichtsverlust von 11,57 mg oder 
15,69°/, berechnet. Dabei hatte das Chlorcalciumrobr um 
6,5 mg oder 8,26°/, zugenommen, statt der fiir ein Mol. Wasser 
berechneten Zunahme von 3,3 mg oder 4,19°/,. Der Kali- 
apparat war statt der fiir 1 ccm Kohlensiure berechneten Ge- 
wichtszunahme von 8,2 mg oder 10,42°/, um 7,8 mg oder 9,9°/, 
schwerer geworden. Die starke Differenz in der Abnahme 
der Substanz und in der Zunahme des Chlorcalciumrohres er- 
klirt sich durch die deutlich wahrzunehmende Nebenreaktion, 
die geringe Mengen eines angenehm aromatisch riechenden 
Oles ins Ansatzrohr des Chlorcalciumapparats destillieren lief. 
Nach Beendigung der Brenzreaktion war die Brenzsiiure zum 
gréfiten Teil als hellbraune Schmelze am Boden des Zersetzungs- 
rohres geblieben. Ein kleiner Teil war heraufdestilliert und 
kristallisierte beim Erkalten in langen feinen Nadeln, die zu 
flechtenartigen Gebilden angeordnet waren. Bei der Titration 
verbrauchten die entstandenen rohen 64,3 mg Brenz-Litho- 
biliansiure statt der berechneten Menge von 2,15 ccm '*/,,-Nor- 
malkalilauge 2,3 ccm. Das Kaliumsalz der Brenzsiure ist im 
kalten Wasser schwer léslich. Die mit Salzsiure aus dem 
Salz frei gemachte Saéure zeigte nach zweimaligem Umkri- 
stallisieren aus schwach verdiinntem Eisessig einen Schmelz- 
punkt von 200—201°. Sintern ab 197°. Sie bildete nadel- 
formige Kristalle, die zum Teil zu baumflechtenartigen Gebilden 
verwachsen waren. 


Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum bei 110° 
konstant getrocknet. Abnahme 0,62°/,. 


4,670 mg: 13,068 mg CO, und 4,247 mg H,O 
C.3Hs,0,; berechnet: C 76,60°/, H 10,07°/, 
gefunden: 76,33 °/, 10,18 °/,. 


































Untersuchungen iiber die Gallensiuren. VIII. 141 


Isomere Tricarbonséure C,,H,,0, aus Ketocholan- 
siure. 


Als Ausgangsmaterial diente die nach der Vorschrift von 
Wieland und Boersch’) dargestellte a-Ketocholansiiure vom 
Schmelzpunkt 183°. 1g dieser Saéure wurde im Reagenzglas 
mit 5 cem Salpeterséure vom spezifischen Gewicht 1,4 iiber- 
gossen und ins Wasserbad gestellt. Die Reaktion kam erst 
langsam in Gang. Die Siure wurde zu einem wasserhellen 
Ol, das nach und nach braun wurde und erst im Laufe von 2 bis 
3 Stunden ganz in Lésung ging. Dann trat allmihlich kristal- 
linische Abscheidung auf. Die Oxydation war nach 10 Stunden 
Stehen bei Wasserbadtemperatur so gut wie beendigt und 
wurde durch Hinzufiigen von 5 com Wasser unterbrochen. 
Das schwach gelb gefiirbte Reaktionsprodukt wurde abgesaugt, 
getrocknet und mit wenig Ather angerieben. Nach dem Ab- 
saugen blieb ein rein weifies Pulver vom Schmelzpunkt 258°, 
der durch Umkristallisieren der Siure aus Eisessig nicht iiber 
261° gesteigert werden konnte. Auch das reinste Priiparat 
briunt sich von ca. 200° ab und schmilzt unter gelindem 
Schiumen zu einer braunen Schmelze. Kristallform: spitze 
Nadeln, die warzenférmig angeordnet sind, ohne aber die 
schénen Endflichen der Lithobiliansiure zu haben. Aus den 
tiickstiinden der Athermutterlaugen konnte auch hier durch 
Umkristallisieren aus Eisessig eine Nachausbeute an reiner 
Tricarbonsiiure erhalten werden. 

Die Analysensubstanz wurde im Hochvakuum wie oben 
getrocknet. Abnahme 0,8°/,. 

7,925 mg: 18,828 mg CO, und 6,075 mg H,O 
5,298 mg: 13,295 mg CO, und 4,430 mg H,O 

C,,H,,0, berechnet: C 68,20°/, H 9,07°, 

gefunden: 68,24°/, 68,44°/, 9,03°/, 9,36°). 


Brenzséure C,,H,,0;. 


129,3 mg von obiger Tricarbonsiure wurden im Hoch- 
vakuum bei 280—300° zersetzt und daran anschliefend de- 


') H. 106, S. 198 (1919). 
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stilliert unter Steigerung der Badtemperatur bis 320°. Ein 
wasserklarer Tropfen ging itiber, der in Benzol und Ligroin 
unléslich, in Ather und Hisessig leicht léslich war. Aus 
verdiinntem Hisessig kristallisierte die Saéure in prachtvoll 
lanzettformigen Blattchen, die in Rosetten angeordnet waren 
und den Schmelzpunkt 175—174° zeigten. Der Gewichts- 
verlust bei der Zersetzung betrug 10,2 mg oder 7,89°/, statt 
der fiir 1 Mol. Wasser berechneten Abnahme von 4,3°/). 

Ein zweites Mal wurden 145 mg der isomeren Lithobilian- 
siure im wasser- und kohlensiurefreien Stickstoffstrom zer- 
setzt; durch Auffangen der fliichtigen Produkte im Chlorcalcium- 
rohr und Kaliapparat wurde die Reaktion wagend verfolgt. Der 
Kaliapparat erfuhr keine nennenswerte Gewichtszunahme. Das 
Chlorealciumrohr zeigte die der Gewichtsabnahme der Sub- 
stanz entsprechende Zunahme von 15,3 mg oder 10,8 °/). 
Fiir 1 Mol. Wasser berechnet sich ein Gewichtsverlust von 4,3°/,. 
Auch hier war etwas eines aromatisch riechenden, ziihen Oles 
ins Ansatzrohr des Chlorcalciumrohrs destilliert, das den Unter- 
schied im Gewichtsverlust der Substanz erklirt. Nach 
1, stiindigem Erhitzen war die Reaktion beendigt. Die tief- 
braun gefirbte Schmelze wurde mit ?/,,-Normalkalilauge 
titriert und verbrauchte 10,3 ccm, woraus sich ein Aquivalent- 
gewicht von 126 berechnet an Stelle des theoretischen Wertes 
von 134 fiir das Anhydrid der Tricarbonsiure. Die alkalische 
Lésung wurde mit Salzsiure fraktioniert gefillt und so eine 
Trennung von den grobsten Verunreinigungen erreicht. Die 
zweite ziemlich helle Fiallung mit Salzsiiure lieferte, aus Hisessig 
umkristallisiert, die der Lithobiliansaiure isomere Siure C,, H,, O, 
mit dem Schmelzpunkt von 255—256° zuriick. Der Misch- 
schmelzpunkt mit reiner Saure lag bei 255°. 























Untersuchungen iiber die Gallensiuren. 
IX. Mitteilung. 
Uber den Mechanismus der Wasserabspaltung aus den 
Gallensauren. 
Von 


Heinrich Wieland und Erich Boersch. 


(Aus dem organ.-chem. Laboratorium der Technischen Hochschule zu Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1920.) 


Wenn man Cholséure auf Temperaturen iiber 300° er- 
hitzt, so geht sie unter Abspaltung von 3 Mol. Wasser in 
Cholatriensiiure C,,H,,0,1) tiber, die sich im Vakuum ab- 
destillieren 1aBt. In gleicher Weise entsteht aus Desoxychol- 
siure unter Abgabe zweier Mol. Wasser Choladiensiure ’*) 
Cy, H5, 0). 

Wir haben diese Reaktionen friiher immer so aufgefaBt, 
dafi aus den sekundiiren Alkoholgruppen einfach Wasser ab- 
gespalten wird 

~~ i. —» —Tiietiie 


1 


OH 


wodurch dann jeweils eine Doppelbindung entsteht. 

Und doch ist der Verlauf ein etwas komplizierterer. 
Schon gegen 200° verlieren nimlich die beiden Siuren Wasser, 
ohne dafi} eine Doppelbindung gebildet wird. Die quantitative 
Untersuchung ergab, dafi bei dieser Temperatur beide Saiuren 
ziemlich genau */, Mol. Wasser abgeben, daf} also eine An- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 80, S. 296 (1912). 
*) Ebenda Bd. 98, S. 59 (1916). 
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hydridbildung zwischen 2 Mol. Siure stattfindet. Die Schmelze 
der Cholsiure erwies sich zusammengesetzt aus Cholsaiure- 
anhydrid, das wir rein dargestellt haben, und einem sauren 
dimolekularen Anhydrid, einem sog. Dyslysin. Hierbei hat 
sich eine alkoholische Hydroxylgruppe mit der Carboxylgruppe 
des 2. Molekiils verestert. In der Desoxycholsiureschmelze 
ist tiberwiegend Desoxycholsiureanhydrid enthalten. 

Bemerkenswert ist die aufierordentliche Bestiindigkeit 
der beiden Séureanhydride. 12stiindiges Erhitzen mit Alko- 
hol auf 130° und 6stiindiges Erhitzen mit Anilin auf 200 bis 
210° lassen das Cholsiureanhydrid unverindert. Alkalien 
greifen fuferst langsam an. Nur durch mehrstiindiges Er- 
hitzen mit Athylat auf 130° war eine glatte und quantitative 
Aufspaltung méglich. 

Erhitzt man die Schmelzen, deren Zusammensetzung wir 
somit festgestellt haben, im Vakuum weiter, so destillieren in 
bekannter Weise die ungesittigten Siuren iiber. Auch die reinen 
Siiureanhydride gehen unter diesen Umstinden in die unge- 
siittigten Siuren iiber. Es ergibt sich daher folgender Ein- 
blick in die Reaktion: An der ersten Phase der Anhydrisierung 
sind die Carboxylgruppen beteiligt. Erst spiter werden 
Doppelbindungen gebildet. Das hierbei frei werdende Wasser 
zerlegt die anfangs entstandenen Anhydridgruppen wieder 
unter Bildung der ungesittigten Saéuren, 

Mit dem Studium der Wasserabspaltung aus Cholsiure und 
Desoxycholsiure hat sich schon im Jahr 1887 Latschinoff!) 
beschaftigt, ohne dafi er dabei zu exakten Resultaten ge- 
kommen wire. In der Zusammensetzung seines Cholsiure- 
anhydrids, der rohen Schmelze, glaubt er eine Stiitze fiir 
die von ihm vertretene Auffassung der Cholsiure als C,, H,, 0; 
zu finden. 

Wir haben weiterhin noch einige Versuche angestellt, um 
die Wasserabspaltung aus der Cholsiure auf chemischem Weg 
zu bewirken. Namentlich haben wir uns mit der Einwirkung 
von konzentrierter Salzsiure beschaftigt, die in der Tat 





) B. 20, 8. 1048 (1887). 
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wasserabspaltend und nicht unter Ersatz von Hydroxyl 
durch Chlor mit Cholsiure reagiert. Es war uns in diesem 
Zusammenhang darum zu tun, naheres tiber die sog. Dyslysine 
zu erfahren, die friihere Bearbeiter') auf diesem Wege er- 
halten haben und die als intermolekulare Ester der Cholsaure 
gelten. Diese Auffassung kann nicht aufrecht erhalten wer- 
den; unter den von uns angewandten Bedingungen entsteht 
in der Hauptsache ein Gemisch ungesittigter Siuren, dem 
wir keine einheitliche Substanz entziehen konnten. 

Bei der Einwirkung von Salzsiuregas auf in Eisessig 
geliste Cholsiiure erhielten wir die bisher nicht bekannt ge- 
wordene Triacetylcholsdéure als schén kristallisierte Ver- 
bindung. 

Auch bei der Desoxycholsiéure ist uns eine glatte Wasser- 
abspaltung durch wasserentziehende Mittel nicht gelungen. 
Kin Versuch mit Ameisensiure hat uns die gut charakterisierte 
Diformyl-desoxycholsadure geliefert, die sich zum Nach- 
weis der Desoxycholsiure gut eignet. Beim lingeren Kochen 
von Desoxycholsiure mit Eisessig findet Acetylierung statt, 
worauf bei der Reinigung dieser Saéure zu achten ist (vgl. 
VUI. Mitteilung 8. 130). 


I. Die Anhydrisierung der Cholsiaure. 


Fiir die Versuche wurde reinste Cholsiure vom Schmelz- 
punkt 197° verwendet, die aus Alkohol umkristallisiert und 
durch mehrstiindiges Erhitzen im Vakuum auf 120° vollkom- 
men von Kristallalkohol befreit war. Je ungefiihr 2 g der 
Siure wurden in einem dickwandigen Filtrierréhrchen im 
Metallbad an der Wasserstrahlpumpe etwa 2 Stunden lang 
auf 200—210° erhitzt. Bei lingerem Erhitzen fand keine 
Gewichtsabnahme mehr statt. 


So verloren 
2,2108 g Cholsiure 0,053 g Wasser = 2,403°/,, 
1,8418 g B 0044¢ , =2,389°/,, 
1,8194 g ‘ 00406g , =2,232°,. 


1) z. B. Strecker, A. 67, 27. 
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Fiir die Abspaltung von 1 Mol. Wasser aus 2 Mol. Chol- 
siiure berechnen sich 2,21°/,. Die Schmelze erstarrt beim 
Erkalten zu einem schwach gelblichen, spréden, kolophonium- 
artigen Harz, zerrieben bildet es ein weifies Pulver. Die 
Analyse des Rohprodukts bestiitigt den aus dem Gewichts- 
verlust erschlossenen Reaktionsverlauf. 

0,2002 g: 0,5326 CO, und 0,1740 H,0. 
C,,H,,0, Ber.: C 72,18 4H 9,77 
Gef.: C 72,55 H 9,72 

Bei der Titration mit ®/,, KOH in Alkohol wurde als Durch- 
schnitt aus vier Priiparaten die Aquivalentzahl 833 gefun- 
den. Daraus ergibt sich ohne weiteres die Zusammensetzung 
der Schmelze, da das saure Esteranhydrid, die Cholylcholsiure, 
von der drei Isomere entstehen kénnen, das Aquivalent 798 
hat, wahrend Cholséureanhydrid iiberhaupt kein Alkali ver- 
braucht. Die Schmelze enthalt 95°/, an sauren Anhydriden, 
5°/, an Cholsiureanhydrid. 

Die gepulverte Schmelze ist in Essigester, Petroliither, 
Ather vollkommen unldslich, schwer léslich in siedendem 
Chloroform und Methylalkohol, von Alkohol und Eisessig wird 
sie beim Kochen fast vollstiindig gelést. Gegen Permanganat 
ist sie gesittigt, wenigstens in gleichem Mae wie Cholsiure 
selbst. Bei Sstiindigem Erhitzen mit zwei Aquivalenten 


Athylat in der 10fachen Menge Alkohol im Einschlu®rohr auf 


120—125° wird quantitativ Natriumcholat zuriickgebildet, das 
zum gréfiten Teil beim Erkalten auskristallisiert. Schmelz- 
punkt der daraus hergestellten Cholsiiure 196—197°. 

Zur Darstellung des Cholsiureanhydrids wird die 
fein gepulverte Schmelze aus 20 g Cholsdure in 100 cem sie- 
denden Alkohols eingetragen. Die anfangs klare Loésung 
scheidet bald in der Hitze das Siureanhydrid sehr fein kni- 
stallisiert aus. 

Man kocht nach dem Eintragen noch einige Zeit weiter, 
saugt heifi ab und wascht den Niederschlag mit heifem Al- 
kohol nach. Es wird nun in der Hitze, in Alkohol suspendiert, 
mit alkoholischem Kali behandelt, bis die alkalische Reaktion 
(Phenolphthalein) 10 Minuten lang stehen bleibt. Dann wird 
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abgesaugt, heif} gewaschen und getrocknet. Das so erhaltene 
Cholsiiureanhydrid bildet ein klein kristallinisches farbloses Pul- 
ver und schmilzt bei 520—323° unter Aufschiumen (Wasser- 
abspaltung). 


0,1792 g: 0,4760 CO, und 0,1558 H, 0. 
C,,H,,0, Ber.: C 72,18 H 9,77 
Gef.: C 72,44 H 9,72 


Das Anhydrid ist in den iiblichen organischen Lésungs- 


mitteln auch in der Hitze sehr schwer léslich. Durch 6stiin- 
diges Erhitzen mit Athylat auf 130° wird es vollstiindig zu 
Natriumcholat aufgespalten. 4 g der Substanz gaben, im 
Schwertkolben im Vakuum nach der bekannten Methode de- 
stilliert, in der auch mit Cholsaéure erhaltenen Ausbeute 
Cholatriensiure. Schmelzpunkt der aus Alkohol zweimal 
umkristallisierten Siure 162—163°, Mischschmelzpunkt mit 
reiner Cholatriensiiure 163°. 


Il. Die Anhydrisierung der Desoxycholsaure. 


Die Operation wurde in der gleichen Weise wie bei der 


Cholsiure vorgenommen. Ein Unterschied im Verhalten der 
ersten Anhydridstufe gegen dort besteht darin, dafi bei der 
Temperatur, bei der das erste Mol. Wasser abgespalten wird, 
auch langsam ein weiterer Wasserverlust stattfindet. Man 
kommt hier bei 200—210° nicht zu einem festen Haltepunkt. 
Demgemafi wurde der Gewichtsverlust bei drei quantitativen 
Bestimmungen etwas zu hoch gefunden. 


Als Material diente die reine LEisessigverbindung der 


Desoxycholsiure, die zuvor im Vakuum bei 120° vollstindig 
von Hisessig befreit war (Konstanzwigung). Es wurde zwei 
Stunden lang auf 200—210° erhitzt. 


Wasserverlust : 
2,3325 g Desoxycholsiure verloren 0,063 gH,O=2,70°/, 
1,7968 g ‘ »,  0,0518¢gH,0 =2,88 °/, 
2,0758 g . »  0,0592¢gH,0=2,85°%, 


Fiir 2 Mol. Desoxycholsiure minus 1 H,O berechnen sich 
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Nach 4stiindigem Erhitzen stieg die Abnahme auf 3,22 °/,, 
nach 8stiindigem auf 3,52°/,. Die erstarrte Schmelze gleicht 
vollkommen der aus Cholsiure erhaltenen, die Farbe ist 
stirker gelb. Das Siureanhydrid bleibt beim éfteren Aus- 
kochen des fein gepulverten Harzes ungelést zuriick; zur 
vollkommenen Reinigung wurde noch mehrere Tage im Soxh- 
Jet-Apparat mit Alkohol extrahiert. Die geringe Lislichkeit 
der Substanz verhinderte die Umkristallisation. 

Das gereinigte Desoxycholsiureanhydrid, das in seinen 
Kigenschaften mit dem Anhydrid der Cholsiure durchaus iiber- 
einstimmt, schmilzt bei 275—280° unter Schiumen. 

0,1611 g: 0,4463 CO, und 0,1487 H,0. 
C,,H,,0, Ber.: C 75,20 H 10,18 
Gef.: C 75,55 HH 10,38 

Durch Verseifung mit Athylat (2!/, Stunden auf 130—140° 
erhitzt) ensteht glatt Desoxycholat, das in schéner Kristalli- 
sation herauskommt. Die Siure, die daraus isoliert wurde, 
wie auch die aus der Mutterlauge erhaltene, schmolz nach 
dem Umbkristallisieren aus Eisessig bei 142—143°, wie ein 
Kontrollpriparat der Eisessigverbindung der Desoxycholsiure. 
Die Destillation von Desoxycholsiureanhydrid lieferte in guter 
Ausbeute Choladiensaiure. Das aus Alkohol umkristallisierte 
Destillat schmolz scharf bei 132°, bei der gleichen Temperatur 
schmolz ein Gemisch des Praiparats mit reiner Choladiensiure. 


III. Einwirkung von konzentrierter Salzsiure auf 
Cholsaure. 


Da feste Cholsiure von konzentrierter wifriger Salzsiiure 
nur sehr langsam und unvollstindig in der Kilte angegriffen 
wird, haben wir uns mit Erfolg des kleinen Kunstgriffs be- 
dient, konzentrierte waifrige Natriumcholatlésung unter Schiit- 
teln in die Saiure einfliefien zu lassen. Dabei kommt die Chol- 
siure gar nicht zur Ausscheidung und wird vollkommen um- 
gesetzt. 

10 g Natriumcholat, in 40 ccm Wasser gelist, wurden so 
in kleinen Anteilen in 750 ccm konzentrierter Salzsiure bei 
ca. 15° eingegossen. Die klare Lisung farbte sich nach 
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einiger Zeit rosenrot, nach mehreren Stunden war sie schén 
blauviolett geworden. Diese auffallende Halochromieerscheinung 
der Cholsiure bezw. eines ihrer Reaktionsprodukte hat schon 
Hammarsten’) beobachtet. Nach 12stiindigem Stehen hatte 
sich ein Teil der neu gebildeten Substanzen als schwach rét- 
liche Kruste an der Oberfliiche abgeschieden (4 g), der Rest 
wurde durch Verdiinnen der Salzsiiure mit Wasser ausgefiillt 
(3,8 g). Das schwach gelblich gefiirbte halogenfreie, gegen 
Permanganat ungesiittigte Priparat besitzt ganz andere Higen- 
schaften als die sog. Dyslysine. Es ist sehr leicht léslich in 
Benzol, Essigester; Ather, Alkohol, Hisessig. Analyse und 
Titration zeigen, daf} ein Gemisch verschiedener Saiuren vor- 
liegt; die Isolierung einer einheitlichen Verbindung ist nicht 
gelungen. Die ammoniakalische Lésung des Siuregemisches 
wird durch Baryumchlorid gefallt. Die aus den Baryumsalzen 
durch Umkochen mit Soda wieder isolierten Siuren liefen sich 
ebenfalls nicht entwirren. Unter der katalytischen Wirkung 
von Palladiumschwarz nimmt das Gemisch Wasserstoff auf. 
Brom in Eisessiglésung wird auch sofort aufgenommen. 

Zwei Analysen stimmten auf die Zusammensetzung 
U,,H,,0, (C 75,54, 75,62, H 9,99, 9,81; ber.: C 75,59, H 9,71), 
die Aquivalentzahl bei der Titration ist 420. Daraus ergibt 
sich, daf} ein geringer Betrag (5—10 °/,) eines dimolekularen 
Anhydrids ungesittigter Siuren mit diesen ungesittigten 
Sduren selbst in dem Reaktionsprodukt von konzentrierter 
Salzsiure und Cholsiure vereinigt ist. Die ungesiittigten 
Sduren sind zweifellos die einfache Anhydrocholsiure C,,H,, 0, 
und die zweifache Anhydrosiure C,,H,,0,, die, in aiquivalenten 
Anteilen vorhanden, die Zusammensetzung C,,H,,0, ergeben. 
Die Schwierigkeiten der Trennung, die iibrigens nicht bis zur 
Erschépfung aller Méglichkeiten bearbeitet wurde, erhéhen 
sich noch dadurch, dafi die beiden ungesattigten Sauren in je 
drei isomeren Formen auftreten kénnen, wobei die Wasser- 
abspaltung aus je einer Carbinolgruppe nur nach einer Rich- 
tung hin angenommen wird. 


) Diese Zeitschr. Bd. 61, S. 495 (1909). 
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IV. Triacetylcholsaure. 

In die Liésung von 10 g Cholsiiure in 100 cem Eisessig 
wird bei 20° bis zur Sittigung Salzsiiuregas eingeleitet. In 
einigen Fiillen hat sich dabei in schénen farblosen Kristallen 
das schon beschriebene Chlorhydrat der Cholsiiure, wahrschein- 
lich ein’ Oxoniumsalz, ausgeschieden. Ks geht nach einiger 
Zeit wieder in Liésung. Die Farbe wird hellbraun, nach 
12stiindigem Stehen ist sie wie mit wiifriger Salzsiure violett 
geworden. Man giefit jetzt in 750 com Wasser und _ erhiilt 
10,8 g eines flockigen Niederschlags, der schwach halogen- 
haltig und gegen Permanganat ungesiittigt ist. Durch Um- 
kristallisieren aus Hssigester lifit sich aus dem Rohprodukt 
die reine Triacetylcholsiure in feinen farblosen Nidelchen 


vom Schmelzpunkt 257° gewinnen. Wiederholte Reinigung 


mit dem gleichen Lisungsmittel verindert ihren Schmelzpunkt 
nicht. 


0,16938 g: 0,4190 CO, und 0,1332 H,O; 0,1858 g: 0,4538 CO, und 0,1460 H,0, 


C,)H,,0, Ber.: © 67,41 H 8,61 
Gef.: C 67,49, 67,33  H 8,80, 8,88 

Im Kssigester befindet sich noch ein ‘Teil der gebildeten 
Triacetylcholsiiure gelést, den man wie folgt isoliert. Nach- 
dem das Lisungsmittel abgedampft ist, nimmt man den Riick- 
stand in verdiinntem Ammoniak auf und fallt mit Baryum- 
chlorid. Im Filtrat von den unléslichen Baryumsalzen_ bleibt 
das Triacetylcholat gelést, die Siure wird ausgefallt und nach 
dem Trocknen aus Kssigester umkristallisiert. Die zweite 
Analyse ist mit einem derart isolierten Priiparat ausgefiihri. 
Aus dem unléslichen Salz stellt man nach dem Umkochen mit 
Soda die freie Siiure her, die ein Gemisch darstellt und neben 
den Komponenten des im vorigen Abschnitt behandelten Re- 
aktionsprodukts (Anhydroséuren) wahrscheinlich die schon von 
Mylius') in amorphem Zustand erhaltene Diacetylchol- 
siiure enthilt. Beim Verseifen der Rohsiiure mit Athylat 
am Wasserbad schied sich in ansehnlicher Menge Cholat aus. 


1) B. 19, S. 2000 (1886). 
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Um die Konstitution der Triacetylcholsiiure ganz sicher- 
zustellen, wurden 0,5 g der Substanz in der iiblichen Weise mit 


& Fe cinem Uberschuf von Athylat durch vierstiindiges Kochen 
n verseift. Abscheidung von Natriumcholat. Schmelzpunkt der 
" Fe daraus frei gemachten Cholsiiure 196°. Im _ eingedampften 


Viltrat wurde Kssigsiiure in bekannter Weise nachgewiesen. 


. 
h Di-formyl-Desoxycholsiure. 
u 2 g Desoxycholsiiure (Hisessigverbindung) werden mit 
lt @ 10 com 95°/,iger Ameisensiiure im offenen Kolben einige 
- Ti Stunden auf dem Wasserbad erwiirmt. Die hierbei eingeengte 
" Lisung erstarrt beim Erkalten und Reiben zu einem Kristall- 
‘t Fe brei, dessen fester Inhalt durch Zugabe von Ather isoliert 
1 Fe wird und nach dem Umkristallisieren aus Alkohol die reine | 
5 F@ Di-formylverbindung darstellt. Prachtvolle farblose Prismen i 
tT yom Schmelzpunkt 193°. 

0,13828 g: 0,33888 COz und 0,1094 H,0. 
), oH 0, Ber.: © 69,64 HH 8,93 | 

Gef.: GC 69,58 H 9,21 


: : 
Die Siure ist in den meisten Lésungsmitteln leichter 
n {a ldslich als Desoxycholsiiure, so in Benzol, Essigester, Aceton, 


- Ee Chloroform. In Alkohol und Eisessig list sie sich schwieriger. 

. PR In Ather ist sie auch schwer léslich. Durch Verseifung mit . 
.  alkoholischem Kali wird Desoxycholsiiure zuriickgebildet. | 
; . i 
1 | Acetyldesoxycholsaure (bearbeitet von P. Weyland). i 
. i Bei der Reinigung der Desoxycholsiure durch Kristalli- | 
| §% sation aus Kisessig mu liingeres Kochen vermieden werden. | 





+ [2 Geschieht dies nicht, so kristallisiert die Siiure aus der drei- 


n fe fachen Menge des Lésungsmittels in der Kiilte nicht aus; die t 
. mono-acetylierte Desoxycholsiiure ist entstanden. Zur Iso- i 
. lierung wird der Eisessig verdampft und der Riickstand in i 
Ather aufgenommen. Nachdem der Ather bis auf ein kleines H 
t Volumen abdestilliert ist, kristallisiert nach einigem Stehen H 
’ (ie Acetylverbindung aus. Man reinigt sie durch Extraktion t 

mit Ather in der Hiilse und erhiilt sie so in prichtigen farb- it 


losen rhomboedrischen Plittchen, die Kristallither enthalten 
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und bei 115° unter Aufschiumen schmelzen. Aus sehr wenig 
Alkohol kommt die acetylierte Saiure ebenfalls in priichtigen 
Kristallen, die bei 95° unter Aufschéiumen schmelzen, dann 
wieder fest werden, um dann bei 161—162° scharf zum 
zweitenmal zu schmelzen. Im Hochvakuum bei 110° ge- 
trocknet, verlor die Substanz 9°/, an Gewicht, das ist nicht 
ganz 1 Mol. Alkohol. 
6,717 mg: 17,745 CO, und 6,027 H,0. 
C,,H,.O, Ber.: C 71,83 H 9,75 
Gef.: C 72,05 H 10,02. 
Acetyldesoxycholsiure ist in den tiblichen Lésungsmitteln 
leichter léslich als Desoxycholsiure. Thr Baryumsalz ist auch 
in Wasser schwer léslich. Es fallt direkt in Flocken aus, 
wiihrend Baryumdesoxycholat stets zu Anfang schmierig heraus- 
kommt. Durch Kochen mit Lauge wird die acetylierte Saure 
zu Desoxycholsiure verseift. 





























Uber die freien Amidogruppen der EBiwei®kérper. 
IIf. Mitteilung. 


Yon 


S. Edlbacher. 


(Aus dem physiologischen Institut Heidelberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1920.) 


In meiner ersten Abhandlung iiber dieses Thema') habe 
ich die Bemerkung gemacht: ,. .. dafi das Dimethylsulfat 
sich wesentlich anders verhalt, als die von Skraup und 
Herzig und lLandsteiner angewandten Methylierungs- 
mittel. ?) 

Diesen Schlufis zog ich aus der Tatsache, dafi Herzig 
und Landsteiner auf Seite 461 ihrer Abhandlung zu dem 
tesultate gelangen, dali ungefiihr an jedem 5. bis 6. Stick- 
stoffatom Methylierung eingetreten ist“. 

Bei der Hinwirkung von Dimethylsulfat auf Proteine 
erhalte ich nun ,N-Methylzahlen‘ von 15 bis 17 (unter ,N- 
Methylzahl* verstehe ich diejenige Zahl, welche angibt, wie- 
viel Methylgruppen auf je 100 Stickstoffatome bei erschépfen- 
der Behandlung mit Dimethylsulfat in alkalischer Lésung an 
Stickstoff gebunden werden [l. c.]) bei Gelatine, Casein und 
Kdestin. 

Aus diesen Zahlen ist auf Grund der Beobachtungen von 
Novak’*), Abderhalden und Kautzsch*) und A. Kossel 
und S. Edlbacher®) iiber das Verhalten von Aminosiuren 





) Diese Zeitschr. Bd. 107, 8. 52 (1919) und Bd. 108, S. 287 (1919). 
*) Biochem. Zeitschr. Bd. 61, S, 458 (1914). 

5) Ber. 45, 8. 834 (1912). 

*) Diese Zeitschr. Bd. 72, S. 44 (1911); ebenda Bd. 75, S. 19 (1911). 
5) Diese Zeitschr. Bd. 107, S. 45 (1919). 
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und einzelner Peptide bei der Methylierung, aus welchen 
hervorgeht, dafi sich vermutlich die Mehrzahl der freien 
Amidogruppen in Trimethylamidogruppen verwandeln, der 
Schlu® zu ziehen, daf} bei einer ,,N-Methylzahl“ von z. B. 15 
nur jedes zwanzigste Stickstoffatom methyliert wird, was 
also im Gegensatz zu der Annahme von Herzig und Land- 
steiner steht. 

In der Arbeit dieser Autoren ist der Prozentgehalt an 
Stickstoff der Priiparate nicht angegeben. Aus diesem Grunde 
war ich daher auch nicht in der Lage, die dort angefiihrten 
Werte fiir N-Methyl auf den N-Gehalt zu beziehen. 

Herr Professor Herzig hat nun die Freundlichkeit ge- 
habt, mich darauf aufmerksam zu machen, dafi die von ihm 
gefundenen Werte dennoch mit den meinigen iiber- 
einstimmen. Kine einfache Rechnung ergibt auch, daf 
unter der Annahme, dafi} jedes 5.—6. Stickstoffatom mono- 
methyliert wird, die ,,.N-Methylzahl* gleich 15 ist. 

Es miiSte nur das aus den Herzig-Landsteinerschen 
Untersuchungen gewonnene Resultat dahin modifiziert werden, 
daf} also scheinbar auch bei der Methylierung mit Diazomethan 
nicht Mono-, sondern Trimethylderivate in der Hauptsache 
entstehen zu scheinen. 

Der scheinbare Unterschied beider Methoden wiirde sich 
auf diese Art dann ganz zwanglos erklaren. Ich mul} mich 
daher der von Herrn Professor Herzig betonten Anschauung 
unter den besprochenen Voraussetzungen ganz anschliefien und 
betrachte ebenfalls die Ubereinstimmung der beiden Verfahren 
fiir eme wesentliche Stiitze der dadurch ermittelten Tatsachen. 

Endlich habe ich noch hinzuzufiigen, dai auch noch 
eine weitere Ubereinstimmung zwischen meinen Resultaten 
und denen von Herzig und Landsteiner besteht, indem die 
Genannten bei der Behandlung des Sturinsulfates mit Diazo- 
methan ebenfalls einen wesentlich héheren Gehalt an Methylimid 
fanden als bei den anderen untersuchten Proteinen, was sich 
ganz mit meinen Beobachtungen bei der Behandlung dieses 
Protamins mit Dimethylsulfat deckt. 

Es sei auch nachdriicklichst darauf verwiesen, daf bei 
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dem jetzigen Stande dieser Fragen alle Schluffolgerungen nur 
mit grofer Vorsicht aufzunehmen sind. 

Uber die weiteren Resultate dieser Untersuchungen werde 
ich demnichst in dieser Zeitschrift berichten. 


In der folgenden Notiz von Herrn Herzig wird die 
Vermutung ausgesprochen, daf} die Proteine bei der Behand- 
lung mit Dimethylsulfat monomethyliert werden. Ich betone, 
da ich mich dieser Auffassung nicht anschliefien kann. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 








Bemerkungen zur vorstehenden Notiz. 
Von 


J. Herzig. 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1920.) 


Der Abschnitt iiber den Stickstoffgehalt ist nicht sehr 
klar und ich méchte daher den Sachverhalt genau priizisieren. 
Herzig und Landsteiner haben, wie auf Seite 46 der 
Abhandlung erwihnt, den durchschnittlichen Prozentgehalt der 
Eiweifistoffe an Stickstoff und Sauerstoff beriicksichtigt, ihrer 
beilaiufigen Rechnung den Gehalt von 17°/, N zu Grunde gelegt, 
den bei der EKinwirkung von Diazomethan an sich sehr wahr- 
scheinlichen Fall einer Monomethylierung angenommen und 
gefunden, daf} an jedem 5—6 Stickstoffatom Methylierung 
eingetreten ist. 

In der vorstehenden Betrachtung wird nunmehr anerkannt, 
dafi unter diesen Voraussetzungen die N-Methylzahl 15 resul- 
tiert, und weiterhin geschlossen, dafi scheinbar auch bei der 
Methylierung mit Diazomethan nicht Mono-, sondern Tri- 
methylderivate in der Hauptsache entstehen. 

Aus einer im Druck befindlichen Abhandlung von Herzig 
und Landsteiner (Bioch. Zeitschr.) wird zu ersehen sein, 
dafi die Hinwirkung von Diazomethan auf die bisher unter- 
suchten Koérper (Glykokole, Hippursiure, Alanin, Phenylalanin, 
Glutaminsiiure und Tyrosin) nie tiber die Bildung einer am 
Stickstoff monomethylierten Aminosiure hinausgeht. 

Es scheint mir daher der entgegengesetzte Schluf zumin- 
dest ebenso berechtigt, daf} auch bei Anwendung von Dimethyl- 
sulfat die Proteine der Hauptsache nach nur monomethyliert 
werden. | 
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Daraus wiirde dann weiterhin folgen, daf} die Proteine 
sich gegen Dimethylsulfat anders verhalten als die Amino- 
siiuren, und es ware nicht unméglich, daf} bei der Methylierung 
der Proteine auch andere reaktionsfihige Gruppen, und zwar 
wesentlich, in Betracht kommen und nicht nur die Amino- 


gruppe. 
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Zur Kenntnis der Kohlehydrate von Lichen islandicus. 
Von 
12 Salkowski. 



























(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. April 1920.) 


. | Uber die Kohlehydrate der Flechten, speziell des sog. 
if isliindischen Mooses (Cetraria islandica sive Lichen islandicus) 
herrscht, wie ich') gelegentlich meiner Arbeit iiber die quan- 
titativen Verhialtnisse der Zuckerbildung aus denselben fest- 
stellen konnte, keine Einigkeit; das kann bei der amorphen 
Beschaffenheit derselben nicht gerade wundernehmen; sehr 
auffillig ist aber, daf} von manchen Autoren behauptet wird, 
dali die Kohlehydrate Jodreaktion geben, von anderen bestritten. 
Man sollte meinen, dafi eine so einfache Frage sich doch 
leicht entscheiden lassen miifte. Da das aber anscheinend 
nicht der Fall ist, kann man daraus woh! schlieBben, dafi be- 
ziiglich der Jodreaktion ungewdéhnliche Komplikationen be- 
stehen miissen. Diese Sachlage hat mich zu einigen Versuchen 


hieriiber veranlaft. 

Ehe ich iiber meine Ergebnisse berichte, méchte ich zwei Belege 
fiir die Verschiedenheit der Ansichten mitteilen. 

In dem von Tollens verfaBten Artikel ,Lichenin‘ in Ladenburgs 
Handwéorterbuch der Chemie Bd. 6, 8. 1283—124 heiBt es wéortlich: 

»Das sog. islindische Moos, jene medizinisch gebrauchte Flechte, 
welche mit Wasser gekocht gallertig gestehende Fliissigkeiten liefert, gibt 
beim Extrahieren mit konzentrierter Salzsiure und schleunigem Fallen 
des Extrakts mit Alkohol farbloses oder schwach gelbliches Lichenin 
C,H,,.O; als spriéde, in kaltem Wasser quellende, in kochendem sich 
lésende Masse, letztere Lisung gelatiniert beim Erkalten. 

Oder man kocht islindisches Moos, welches vorher durch Digerieren 
mit alkalischen Fliissigkeiten, Kalk oder Chlorkalk von Bitterstoffen be- 


1) Diese Zeitschr. Bd. 104, S. 105 (1919). 
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freit ist, mehrfach mit Wasser aus, worauf: sich unreines Lichenin aus 
den Extrakten absetzt, welches durch Kochen mit Wasser und Fallen 
mit Alkohol gereinigt wird. In den Ausziigen soll Isolichenin gelist 
bleiben. Nach Hénig und Schubert ist neben Lichenin Starke in amor- 
pher Form vorhanden, welche man als Lichenin- oder Flechtenstiirke be- 
zeichnen soll; Jod bringt in dem Rohprodukt Bliuung hervor, besonders 
blaut es die abgeschiedene mit Wasser gewaschene Gallerte, aber sehr 
viel weniger als Stirke, und es ist Licheninstiirke hiervon die Ursache.* 
Nach dieser Beschreibung, die sich nicht durch Klarheit auszeichnet, 
méchte man annehmen, da vorwiegend die Gallerte Jodreaktion gibt, was 
mit der Angabe, daB Licheninstirke in den Lésungen bleibt, offenbar in 
Widerspruch steht, 
Kigene Untersuchungen hat Tolleng') in Gemeinschaft mit Ulander 
iiber die Kohlehydrate vieler Flechten, u. a. auch Lichen islandicus, an- 
gestellt. Er sagt dariiber |. c.: 
| : ,Vas aus den mit Kaliumcarbonat gereinigten Flechten durch Aus- 
: kochen mit Wasser, Fallen mit Alkohol usw. gewonnene Lichenin zeigte 
nach mehrmaligem Auflésen in heifem Wasser und Wiederfallen mit Al- 
kohol keine blaue oder griinliche Firbung mit Jod.* 
: Ebenso ist der Wortlaut in dem Handbuch iiber Kohlehydrate ”). 
; : Priiziser sind die Angaben in Beilstein, 3. Aufl., S. 1098 u. 1099, 
die ich der Raumersparnis halber nur insoweit wiedergebe, als sie die vor- 
liegende Frage betreffen. Es heifit daselbst im wesentlichen nach den 7 
Angaben der oben angefiihrten Autoren und einer Dissertation von Errera 
aus dem Jahr 1882, die mir nicht im Original zugiinglich war: 
1. Lichenin C,H,,O;. — Neben wenig Licheninstiirke (Flechten- 
7 " stirke, eine in Wasser lésliche Starke) in den Flechtenarten, besonders | 
. | in Cetraria islandica... Die heiBe Lésung*) wird koliert und das‘) 
4 ausgeschiedene Lichenin durch wiederholtes Liésen in heifem Wasser und 
Ausfrieren der filtrierten Lésung gereinigt. Quillt in kaltem Wasser, list 
q sich vollstindig in heifBem. Wird nicht gebliut durch Jod. 
4 2. Isolichenin. Aus dem wifrigen Auszug scheidet sich Lichenin 
aus. Nach 24 Stunden wird filtriert, das Filtrat durch Abdampfen kon- 


| eee 
a Py tas: 


‘ 4 zentriert, mit Alkohol gefallt. ,Léslich in Wasser, wird durch Jod 
3 gebliut. 

’» Dabei ist meiner Meinung nach nicht abzusehen, wie bei diesem 
t Verfahren die lésliche Flechtenstirke von Hénig und Schubert aus- ht 
“ geschlossen ist, wenn man nicht, was das wahrscheinlichste ist, annimmt, 
: daB die Ausdriicke ,Flechtenstirke‘ und ,Isolichenin‘ Synonyma sind. | 
es a 

D 1) Berichte d. deutsch. Chemischen Gesellschaft Bd. 39, S. 404. | 
2. | *) 3. Aufl. 1914 S. 5389 und 540. if 


5) Nimlich die Abkochung der Flechte. E. 8. 
*) Augenscheinlich nach dem Erkalten. E. 8S. 
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Meine eigenen Beobachtungen haben nun folgendes er- 
geben: 

Dampft man eine heifi filtrierte Abkochung von Lichen 
islandicus auf dem Wasserbad ein, so scheiden sich bald an 
der Oberfliiche Haute aus, die bei vorsichtigem Abgiefien des 
fliissigen Anteils in der Schale haften bleiben. Bringt man 
nun in die Schale nach dem Erkalten Jodlésung von der iib- 
lichen Zusammensetzung (10 g Jod, 20 g Jodkalium im Liter) 
und verteilt sie durch Umschwenken, so farben sich die Haute 
mehr oder weniger schén blau, manchmal ganz ebenso schén, 
wie gleich behandelter Stirkekleister. Lafit man die Schale 
stehen, so findet man am niachsten Tage die Farbung ganz 
verschwunden oder bis auf Reste, wenn zufillig kompaktere 
Klumpen vorhanden waren. Beim UbergieBen mit Wasser 
stellt sich die Farbung nicht wieder her. Die Jodstiirke ver- 
halt sich ganz anders. Sie trocknet unter denselben Verhiilt- 
nissen zu einem schwiirzlichen oder braunroten Uberzug, oft 
mit Metallglanz, ein, der auf Zusatz von Wasser sofort wieder 
eine tiefblaue Firbung annimmt. Hier besteht also ein we- 
sentlicher Unterschied: augenscheinlich ist das Jod in der 
Jodstiirke weit fester gebunden, als in der in Rede stehen- 
den Jodverbindung, 

Es wurden nun zuniichst 2 Lichenpriparate dargestellt. 

1. Verreiben von Lichen mit rauchender Salzsiiure zu 
einem Brei, Verdiinnen mit Wasser nach kurzem Stehen, Fil- 
trieren in Alkohol hinein, Auswaschen damit, Entwiissern durch 
Alkohol und Ather, Trockenreiben. Weifies Pulver, das sich 
in heifiem Wasser in einer Konzentration von 1: 100 mit 
leichter Triibung lést. 

2. Auskochen von Lichen, heif} Filtrieren, Fallen mit Al- 
kohol, Behandeln mit Alkohol absol. und Ather usw. Weifies 
Pulver mit einem leichten Stich ins Gelbliche. Lésung in 
heifiem Wasser 1: 100 nicht ganz vollstindig. Die Lésung 
mufite filtriert werden, die Konzentration ist also etwas ge- 
ringer als 1°/,ig. Beide Priparate farben sich in trockenem 
Zustand beim UbergieSen mit Jodlésung blauschwarz, ebenso 
wie Amylum. 
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Tollens scheint diesen Versuch nicht angestellt zu haben, 
sonst wiirde er ihn wohl erwiihnt haben’). 

An der Lésung der beiden Priiparate wurde das Verhalten 
zu Jodlésung untersucht, und zwar einerseits zu solcher von 
der iiblichen Znsammensetzung (10 g Jod, 20 g Jodkalium auf 
1 Liter), anderseits zu 20fach verdiinnter. Beide wurden 
tropfenweise zugesetzt. 

Das erste Priaparat zeigte bei Zusatz von einem Tropfen 
der starken Jodlésung eine schwache rétlich-blaue Farbung 
—- augenscheinlich infolge von Dextrinbildung durch die rau- 
chende Salzsiure, die bei weiterem Zusatz verschwand?); mit 
der schwachen Jodlisung eine schwache lichtblaue Farbung, 
die beim Erwirmen verschwand. Beim Erkalten stellte sich 
eine leichte griinliche Farbung her. 

Das zweite Priparat gab mit der stirkeren Jodlésung 
intensive Blaufirbung, beim Erwirmen verschwindend, beim 
Erkalten sich wiederherstellend. Ebenso verhalt sich die 
schwiichere Jodlésung bei geniigendem Zusatz. 

Zur Kontrolle wurden dieselben Versuche mit einer 1°/, igen 
Lésung von léslicher Stirke angestellt. Die Erscheinungen 
waren dieselben, die Fiirbungen jedoch unvergleichlich stirker. 
Kine Lésung von 1 °,, léslichem Amylum gab noch eine 
stiirkere Reaktion wie eine 1°/,ige des in Rede stehenden 
Priparates. 

Ks ist nicht recht verstandlich, warum Tollens an seinem 
Praparat die Blaufairbung mit Jod nicht beobachtet hat, da 
es doch ebenso dargestellt war, wie das meinige, abgesehen von 
der vorhergehenden Behandlung des Lichen mit 2°/,iger Ka- 
liumcarbonatlésung, die ich absichtlich unterlassen habe, um 
nicht méglicherweise leicht lésliche Kohlehydrate zu verlieren. 
Ks ist méglich, daB Tollens mit dem Zusatz von Jodliésung 
nicht vorsichtig genug gewesen ist, indessen doch wenig wahr- 
scheinlich, da Errera ja die Reaktion erhalten hat und nicht 
anzunehmen ist, daf} dieser bei Anstellung der Jodreaktion be- 


') Uber die Bedeutung dieser Erscheinung siehe weiter unten. 
*) Hine 5°/,ige Lésung, die kalt etwas gelatinés war, wurde bei Zusatz 
der 1/,, Jodlésung rot; das Darstellungsverfahren ist also zu verwerfen. 
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sondere Vorsicht hat walten lassen. Man mufi wohl noch 
an eine andere Erklirung denken. Kylin’) hat durch seine 
Untersuchungen an Algen, speziell Laminaria digitata fest- 
gestellt, daB das in ihnen vorhandene Kohlehydrat Laminarin 
einen Reservestoff fiir den Winter darstellt, in den das Wachs- 
tum dieser Algen fallt. Kylin fand im Herbst 21,4—35°/, 
Laminarin, dagegen Ende Marz nur 0,4—2,0 °/,. Es ist denk- 
bar — ob Untersuchungen dariiber vorliegen, ist mir nicht 
bekannt —, daf} das gleiche auch fiir Lichen gilt und das 
Material von Tollens zufallig aus einer ungiinstigen Periode 
stammte. 

Es fragte sich nun, ob sich die von Errera und andern 
gemachte Angabe bestitigen lift, dai die Jodreaktion nur 
dem sog. Isolichenin, nicht dem Lichenin zukommt. Zur 
Untersuchung dieser Frage wurde eine heif filtrierte und sterili- 
sierte Abkochung von Lichen wochenlang stehengelassen, der 
Brei mit der Schiittelmaschine zerschiittelt, dann unter wei- 
terem Wasserzusatz aufs Filter gebracht und lange Zeit 
gewaschen, bis man annehmen konnte, dafi dem unlislichen 
Anteil nichts mehr vom léslichen anhaftete, dann in Alko- 
hol gebracht usw. ,A‘, das Filtrat ohne das Waschwasser, 
wurde eingedampft und in Alkohol gegossen usw. B und A 
wurde dann noch einmal in heifiem Wasser gelést, das Ver- 
fahren wiederholt. In trockenem Zustand stellt B ein licht- 
briunliches Pulver dar, das sich beim Kochen mit 100 


. Teilen Wasser nur teilweise list. A léste sich vollkommen 


klar; die Lésung blieb beim Stehen bis zum niachsten Tag 
vollkommen fliissig, war jedoch ziemlich stark gelb gefirbt. 
Die Lisung gab mit der gewdéhnlich gebrauchten Jodlésung 
nur eine undeutliche Reaktion, mit der schwachen dagegen 
schéne Blaufiirbung. Die Ursache der mangelhaften Reaktion 
mit Jodlésung ist die EHigenfarbung derselben. Setzt man zu 
der schén ausgefallenen Reaktion aufs neue starke Jod- 
lésung, so wird sie undeutlich. Denselben Effekt hat ein 
Zusatz von Karamel (Lésung aus sog. ,,Zuckercouleur“) ode 





1) Kylin, Diese Zeitschr. Bd. 94, S, 397. 
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Hisenchlorid. Dasselbe gilt tibrigens auch fiir sehr schwache 
Amylumlésungen, z. B. in der Konzentration 1: 10000. Es 
empfiehlt sich daher, die Reaktion auf Amylum und Glykogen 
nicht allein mit der iiblichen Jodlésung anzustellen, sondern 
bei zweifelhaftem Ausfall auch mit 20fach verdiinnter. Gleich- 
zeitig geht daraus hervor, dafi bei gelbgefiirbten Lésungen 
der negative Ausfall der Reaktion Spuren von Amylum bzw. 
Glykogen nicht ausschliefit. Wendet man eine 5°/,ige 
Lésung von A an, so bekommt man auch mit der starken Jod- 
lésung, wenn man nicht gar zuviel von derselben hinzusetzt, 
intensive Blaufirbung. Die Lésung von B gab unter keinen 
Umstinden eine positive Reaktion. Trotzdem firbt sich das 
Trockenpriiparat B beim UbergieBen mit der starken Jod- 
lésung fast schwarz. Diese Farbenerscheinung ist, wie sich 
bald ergab, nicht als positive Jodreaktion aufzufassen. Sie 
tritt ebenso ein, wenn man statt des Lichnins ein Haufchen von 
zerriebenem Filtrierpapier anwendet oder entfettete Watte — 
ja selbst Glykogen verhalt sich fast ebenso. Die verdiinnte 
Jodlésung wirkt auf das trockene Pulver nicht anders, wie 
irgend eine gelblich gefarbte Fliissigkeit. 

Ahbnliche Erscheinungen beobachtet man bekanntlich auch 
an Filtrierpapier'). Tropft man die starke Lésung auf, so 
entsteht ein dunkelbrauner Fleck mit lichtblauen Randern. 
Kine 5fach verdiinnte gibt gleichfalls einen briiunlichen Fleck 
mit blaulichen Riandern, allmahlich verbreitert sich die blaue 
Zone, die ihrerseits (um nichts aus der Beschreibung fehlen 
zu lassen) von einem schwach violetten Rand umgeben ist, 
auf Kosten der Braunfirbung. Wendet man dagegen eine 
20fach verdiinnte Lésung an, entweder indem man die Jod- 
lésung aufgieft oder das Papier in dieselbe eintaucht, so entsteht 
sofort eine mehr oder weniger blaue Farbung, die allmahlich 
verblaBt und am nichsten Tage véllig oder bis auf einen 
leichten violetten Schimmer bei der Betrachtung bei durch- 
fallendem Licht verschwunden ist. 

In der Regel werden die Fiarbungen von Filtrierpapier 





‘) Verwendet wurde zunichst Papier von Schleicher und Schiill 
Nr. 597 und 604. 
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mit Jod auf einen Amylumgehalt desselben bezogen. Diese 
Erklarung ist aber sicher, wenn iiberhaupt, nur zum Teil zu- 
treffend. Wenn man ein etwa 1 qcem grofes, in Stiicke ge- 
schnittenes Stiick Filtrierpapier griindlich mit Wasser auskocht, 
ohne daf} indessen das Papier seine Form verliert, das Wasser 
abgiebt, event. filtriert, und auf etwa 3—4 ccm eindampft, 
so nimmt diese Lésung auf vorsichtigen Zusatz der auf !/,, 
verdiinnten Jodlésung eine sehr schwache lichtblaue Firbung 
an (bei Zusatz der starken Jodlésung ist keine Fiarbung zu 
bemerken). Der zweite und dritte Auszug, ebenso behandelt, 
gibt keine Reaktion. Lait man das Papier an der Luft 
trocknen, so gibt es am niichsten Tage wiederum Blaufarbung 
mit der 7/,,-Lésung, anscheinend schwiacher. Taucht man das 
blaugefiirbte Papier statt dessen in Alkohol absolutus, so ver- 
schwindet die blaue Fiarbung zusehends. Es ist zuzugeben, 
daf} der Alkohol eine so geringe Quantitit der Jodamylum- 
verbindung in so diinner Schicht schnell zersetzen kénnte — 
hat doch v. Fellenberg') sogar auf die Zersetzbarkeit der 
Jodamylumverbindung durch Erhitzen mit Alkohol ein Ver- 
fahren zur quantitativen Bestimmung des Amylums nach an- 
giingiger Fallung als Jodverbindung gegriindet —, es ist aber 
doch nicht abzusehen, wie eine so kleine Quantitit Starke, 
wie sie der Blaufirbung entspricht, dem erschépfenden Aus- 
kochen mit Wasser widerstehen kénnte. Man wird also die 
Blaufirbung, die sich iibrigens auch an Leinwand zeigen liifit, 
als Eigenfirbung des Jods auffassen miissen. An dieser Deu- 
tung machte mich nun aber das Verhalten des sonst in der Regel 
von mir benutzten quantitativen, mit Salzsiure und Flufisiure 
ausgezogenen Filtrierpapiers Nr. 590 von Schleicher und Schill 
irre, denn dieses firbte sich mit derselben Jodlésung nicht 
blau. Zufillig war ich in der Lage, die aus derselben Quelle 
stammenden, mit Salzsiure und Flufsiure extrahierten Filtrier- 
papiere Nr. 589 (1—4), und zwar mehrere aus_verschie- 
denen Probesendungen stammende Exemplare und das gehirtete 
Filter 575 zu priifen. Alle gaben mit der schwachen Jod- 


') vy. Fellenberg, Referat im Zentralbl. f. Bioch. u. Biophysik 
Bd. 19 Nr. 17, S. 516 (1917/19). 
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lésung recht ausgesprochene Blaufaérbung, ebenso — schwiicher 
-— mit Wasser, dem einige Tropfen alkoholische Jodlésung 
hinzugesetzt waren, die beim Eintauchen in Alkohol zusehends 
verschwand. Dagegen zeigte Schreibpapier keine Blaufarbung 
mit der Jodlésung. Dies bestirkt mich in der Deutung, dafi 
die Absorption des KJ und eine bestimmte Beschaffen- 
heit der Oberfliche an der Erscheinung beteiligt ist. 

Die Jodstarke wird jetzt wohl allgemein nach den Unter- 
suchungen von Mylius!) als eine Verbindung angesehen, die 
aufier an die Stirke selbst gebundenem Jod noch Jodwasser- 
stoff bzw. Jodalkali enthalt. Ob die Jodverbindung des lés- 
lichen Kohlehydrats von Lichen dieselbe, d. h. eine analoge 
Zusammensetzung besitzt, ist wohl recht zweifelhaft. Abge- 
sehen davon, daf} es mir nicht gelungen ist, nach dem Ver- 
fahren, das Mylius bei der léslichen Starke angewendet hai, 
nimlich durch starkes Ansiiuern der Reaktionsmischung mit 
verdiinnter Schwefelsiure eine Ausflockung zu erzielen — 
auch Zusatz konzentrierter Kochsalzlésung blieb wirkungs- 
los —, spricht gegen eine Analogie der Umstand, dafi sich 
das Jod bei der in Rede stehenden Verbindung beim Kintrocknen 
mehr oder weniger vollstiandig verfliichtigt, sicher vollstindig, 
wenn man etwa 8 ccm der mit 5°/,iger Lésung des léslichen 
Kohlehydrats (also des Isolichenins, um diese Bezeichnung zu 
gebrauchen) angestellten Jodreaktion in einem flachen Schiil- 
chen stehen Jat. Man findet dann nach 24 Stunden einen 
leicht gelblich gefairbten Riickstand, der seine Farbe beim 
UbergieBen mit Wasser nicht indert, dagegen bemerkens- 
werterweise aufquillt und sich erst beim Erwiirmen list. Die 
Krscheinung des gallertigen Aufquellens zeigt sich natiirlich 
auch beim Eintrocknen einer Lésung ohne Jodzusatz. Das 
von dem gallertig Gequollenen abgegossene Wasser gibt mit 
der schwachen Jodlésung eine rétlich-violette Farbung (bei der 

') Mylius, Diese Zeitschr. Bd. 11, S. 506 (1887) und Ber. d. deutsch. 
chem. Gesellsch. Bd, 20, 8S. 306 (1887). — Die Formeln stimmen iibri- 
gens nicht ganz iiberein. In dieser Zeitschrift lautet sie |. c. S. 344 
(C,H,, O,nJ),HJ, in den Berichten dagegen (C,,H,)0,.J),HJ. Es ist also 
hier n = 4 gesetzt. Von dieser Annahme hiangt aber augenscheinlich 
das Zahlenverhiltnis von Jod zur Stirke ab. 
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mit Jodzusatz eingetrockneten anscheinend etwas stirker); es 
findet also schon bei der Einwirkung von Wasser allein Dextrin- 
bildung statt. In einigen Beziehungen stimmt die Jodreaktion 
des Isolichenins (5°/,ige Lésung) mit der Stirkereaktion iiber- 
ein: die blaue Farbe bleibt bei Alkoholzusatz bestehen und beim 
Schiitteln der Reaktionsmischung mit Chloroform oder Benzol, 
geht nur sehr wenig Jod in diese Lésungsmittel iiber — na- 
tiirlich, wenn man nicht zuviel Jod hinzugesetzt hat — nicht 
mehr wie bei der Stiirke — in einer andern Beziehung aber 
besteht, abgesehen von dem Verhalten beim spontanen Hin- 
trocknen, ein sehr wesentlicher Unterschied. Natriumcarbonat- 
lésung (gesittigt) bringt die Reaktion sehr bald zum Ver- 
schwinden, auf die Amylumreaktion wirkt sie dagegen nicht 
merklich ein. Beim Ansiuern stellt sie sich wieder her. 

Fiir die Frage der Jodreaktion ergibt sich aus den vor- 
stehenden Ausfiihrungen eine Ubereinstimmung mit der An- 
gabe von Errera und andern, dai Lichen islandicus zwei 
Kohlehydrate enthalt, ein beim Erkalten der heifien Lésung 
gelatinierendes, das Lichenin, das keine Jodreaktion gibt, 
und ein lésliches, das im Widerspruch mit Tollens und 
Ulander mit Jodlésung bei vorsichtigem Zusatz derselben eine 
sehr schéne und reine Blaufiirbung gibt. Immerhin ist diese 
Fiirbung bedeutend schwicher als mit Amylum und es bleibt 
die Méglichkeit offen, daf} das Isolichenin nicht einheitlicher 
Natur ist, die Jodreaktion vielmehr von einem dem Isolichenin 
in geringer Menge beigemischten dritten Kohlehydrat abhiingt. 

Beiliufig sei noch folgendes erwiihnt. Die physikalische 
Beschaffenheit des Lichenins in feuchtem Zustand legte den 
Gedanken nahe, dafi dasselbe zu den Pectinstoffen gehéren 
oder solche enthalten méchte. Nach v. Fellenberg spalten 
die Pectinstoffe bei der Einwirkung von Natronlauge Methyl- 
alkohol ab. v. Fellenberg’) gibt zur Feststellung von Pectin 
ein auf dieses Verhalten gegriindetes Verfahren genau an. 
Die Ausfiihrung desselben an 1 g trockenem Lichenin gab 
mir ein negatives Resultat. 


+) Biochem, Zeitschr. Bd. 85, S. 69. 






























Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
VII. Mitteilung. 


Von 
Martin Schenck. 


(Aus dem pharmazeutisch-chemischen Institut der Universitat Marburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1920.) 


Oxydation der Bilianséure mit Salpetersaure: 
Biloidansdure. 


Die von Lassar-Cohn entdeckte Ciliansiiure entsteht 
bekanntlich bei der Oxydation einer alkalischen Lésung von 
Biliansiure (C,,H,,0,) mit Permanganat in der Siedehitze. 
Ich habe fiir die Ciliansiure die Formel C,, H,,0,, angenommen 
und fasse sie als Diketotetracarbonsiure auf. Eine von den 
beiden Ketongruppen habe ich auch vor einiger Zeit durch 
Darstellung eines Oxims zum Nachweis bringen kénnen’), die 
zweite Ketongruppe hat sich dagegen bis jetzt nicht nach- 
weisen lassen. Bei mehrfachen Wiederholungen der Oxim- 
darstellung, auch unter abgeinderten Versuchsbedingungen, er- 
hielt ich meistens Reaktionsprodukte, deren Stickstoffgehalt 
einem Monoxim entsprach. Dreimal war der Stickstoffwert 
etwas héher; ob in diesen Fallen die zweite Ketongruppe teil- 
weise mit in Reaktion getreten war, muf ich dahingestellt 
sein Jassen. Auch der Ciliansféuremethylester gab mit Hydro- 
xylamin ein offenbar amorphes Oxim, dessen N-Wert etwas 
héher war, als von einem Ester-Monoxim verlangt wird, aber 
erheblich unter dem Stickstoffgehalt eines Dioxims blieb. 
Ebenso scheint die Ciliansiure mit Semicarbazid nur unter 





) H. 107, 152 (1919). 
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Bildung eines iibrigens nicht sehr bestiindigen amorphen Mono- 
semicarbazons zu reagieren. Solange die zweite Ketongruppe 
nicht sicher nachgewiesen worden ist bzw. das letzte Sauer- 
stoffatom sich nicht hat charakterisieren lassen, haftet frei- 
lich der von mir angenommenen Formel der Ciliansiiure eine 
gewisse Unsicherheit an, dennoch halte ich nach meinen bis- 
herigen Analysenresultaten diese Formel nach wie vor fiir sehr 
wahrscheinlich. 

Die Ciliansiiure ist gegen Oxydationsmittel sehr bestindig, 
insbesondere ist sie gegen konz. Salpetersiiure auBberordentlich 
widerstandsfiahig, wie bereits Lassar-Cohn’) festgestellt hatte 
und Pregl?) bestitigen konnte. Auch ich habe mich von der 
schweren Angreifbarkeit der Ciliansiure durch Salpetersaure 
iiberzeugen kénnen, mehrstiindiges Erwirmen der Ciliansiure 
mit konz. HNO, auf dem Dampfbad fiihrie kaum eine Ein- 
wirkung herbei und das isolierte Reaktionsprodukt erwies 
sich, nach dem Umkristallisieren aus Wasser, nach Kristall- 
form (unter dem Mikroskop: Filzwerk von haarfeinen bieg- 
samen Nadeln), Zersetzungspunkt (240°) und Carboxylgehalt 
(37,58 °/, ber. 37,33 °/,) als unverinderte Ciliansiure. Bei 
dieser grofien Widerstandsfihigkeit der Ciliansiiure gegen Sal- 
petersiure konnte man erwarten, daf} ev. Biliansiure auch 
durch Einwirkung konzentrierter Salpetersiiure in Ciliansiure 
iibergefiihrt werden wiirde. Andererseits war es allerdings 
auffallend, daf} bei der Oxydation der Cholsiiure mit Salpeter- 
siure bis jetzt, soweit ich sehe, niemals Ciliansiure erhalten 
worden ist. Aus Cholsiure entsteht vielmehr mit Salpeter- 
siure die von Letsche*) entdeckte Siure C,,H,,0,,; die 
aufierdem wiederholt aufgefundene und untersuchte Choloidan- 
siure ist nach Wielands neuesten Feststellungen*) ein Oxy- 
dationsprodukt nicht der Cholsiure, sondern der Desoxychol- 


1) B. 32, 686 (1899). 
*) H. 65, 168 (1910). 
3) H. 61, 215 (1909); Letsche verwandte als Oxydationsmittel ein 
Salpetersiure-Schwefelsiuregemisch; vgl, auch Pregl, H. 65, 166 (1910) 
und Wieland, H. 108, 323 (1919/20). 
*) H. 108, 306 (1919/20). 
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siure und verdankt da, wo man sie aus Cholsiure erhalten 
hat, ihre Entstehung einer Verunreinigung der Cholsiiure mit 
der schwer abzutrennenden Desoxycholsiure. 

Ich habe nun Biliansiiure der Einwirkung von konzen- 
trierter Salpetersiure unterworfen und dabei in der Tat nicht 
Ciliansiure erhalten, sondern eine andere Siiure, die, um die 
Beziehung zu ihrer Muttersubstanz anzudeuten, Biloidan- 
siiure heiBen mag. Diese Siiure hat sehr grofe Ahnlichkeit 
mit der Letscheschen Siure C,,H,,O,,, vermutlich ist sie 
sogar mit ihr identisch. Da ich vorerst nur mit kleinen Sub- 
stanzmengen gearbeitet habe, halte ich eine Nachpriifung fiir 
erforderlich; sie soll vorgenommen werden, sobald ich mir wieder 
eine geniigende Menge von Ausgangsmaterial beschafit haben 
werde. Durch Vergleichung der Biloidanséiure mit der nach 
Letsches Angaben dargestellten Saure C,,H,,0,, soll dann 
auch die Frage entschieden werden, ob tatsichlich Identitit 
der beiden Séuren vorliegt oder nicht. 

Jedenfalls geht aus meinen Versuchen hervor, dafi die 
Biliansiiure von konzentrierter Salpetersiiure in anderer Weise 
angegriffen wird, als von Permanganat: im ersteren Falle ent- 
steht Biloidansiiure, im letzteren Ciliansiure. 


Experimentelles. 


Die Oxydation der Biliansiure mit Salpetersiure geschah 
in ahnlicher Weise, wie Panzer') und neuerdings Wieland?) 
bei der Darstellung der Choloidanséiure verfuhren. 

2 g fein zerriebener Biliansiure wurden in 14 ccm kon- 
zentrierter Salpetersiiure (D 1,4) auf dem siedenden Wasser- 
bad im Verlauf von 2 Minuten eingetragen, die Substanz ging 
dabei schnell in Liésung und schon nach wenigen Minuten be- 
gann eine allmahlich immer stiarker werdende Entwicklung 
von braunen Dimpfen. Um die Reaktion etwas zu miifdigen, 
wurde das Kélbchen wiederholt voriibergehend auf kurze Zeit 
vom Dampfbad heruntergenommen. Die Gasentwicklung wurde 





1) H. 48, 198 (1906). 
2) H. 108, 318 ff. (1919/20). 
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dann nach und nach etwas schwicher und nach etwa ein- 
stiindigem Erwirmen begann eine weifge Masse sich auszu- 
scheiden, deren Menge allmihlich zunahm. Nach im ganzen 
vierstiindigem Erwirmen wurde das Gemisch mit 10 cem Wasser 
versetzt und auf einige Stunden an einen kiihlen Ort beiseite- 
gestellt. Das reinweifie Reakttonsprodukt wurde dann ab- 
gesaugt und aus mdéglichst wenig heifi’em Wasser umkristalli- 
siert. Die Ausbeute an einmal umkristallisiertem trockenem 
Produkt betrug etwa 11—15°/, der angewandten Biliansiiure, 
mit der Aufarbeitung der Mutterlaugen bin ich noch _ be- 
schiftigt. 

Die Biloidansiure kristallisiert aus Wasser in mikro- 
skopisch kleinen, eigentiimlich dreieckig-rundlichen Formen; 
es erinnert dies an die Angabe von Letsche'), wonach seine 
Siure C,,H,,0,, aus Wasser ,in Gestalt feiner tetraedrischer 
Gebilde, deren Kanten alle gebogen sind“, herauskomuint. 

Die bei 120° getrocknete Substanz zersetzt sich bei 226 
bis 228°, Letsche gibt fiir seine Siiure den Zersetzungspunkt 
226° an. 

Die Biloidansiure lést sich in heifiem Wasser ziemlich 
leicht, in kaltem viel schwerer. In Alkohol ist sie ziemlich 
leicht léslich, in Ather ist die Léslichkeit sehr gering. 

Die Elementaranalyse wurde nach dem Verfahren von 
Fritsch’) (Mischen der Substanz mit fein gepulvertem CuO 
im beiderseits offenen Rohr) im Sauerstoffstrom bei sehr lang- 
samer Verbrennung. ausgefiihrt. I und Il Priparate verschie- 
dener Darstellung. Getrocknet wurde die Siure bei 120°. 

I. 0,1327 g Subst.: 0,2645 g CO, und 0,0800 g H,0; 

gef. 54,36 °/o C und 6,74 °/o H; 
II. 0,1188 g Subst.: 0,2279 g CO, und 0,0680 g H,O; 
gef. 54,62 %o C und 6,68% H; 
Ber. fiir C,,H,,0,.*): 54,78°/, C und 6,78 °/, H. 

) H. 61, 221 (1909). 

*) Ar. 289, 399, FuBnote 2 (1901). 

*) Auch eine Formel C,;H;,0,, (6-basisch; 54,95°/, C; 6,82°/, H; 
53,77 °/, COOH) kommt fiir die Biloidansiure ev. in Betracht. Bei der 
weiteren Untersuchung soll auch diese Méglichkeit geprift werden. 
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Bei drei anderen Priparaten erhielt ich um ca. 1°/, 
niedrigere C-Werte (53,76; 53,82; 53,90°/,), auch Letsche 
gibt fiir seine Siure an, daf man beim Verbrennen mit CuO 
leicht zu niedrige Kohlenstoffwerte erhialt. 

Die Titration geschah in wifriger Lésung mit "/,,-Baryt- 
lauge (Phenolphthalein, EHinstellung gegen Oxalsiure). Der 
Umschlag ist nicht sehr scharf, was auch Letsche fiir die 
Sdiure C,,H,,0,, anfiihrt. Die Substanz wurde wieder bei 
120° getrocknet; die Proben a bis c wurden heifi, Probe d 
kalt titriert. 


a) 0,0762 g Subst. verbrauchen 9,24 cem 1/,,.-Ba(OH),; gef. 54,58 °/, COOH; 


b) 00,1868, , : =e : , 53,994, , 
c) 01478, , : 17,89 , ' ; , 54484, , 
d) 0.1281, ; 15,50 , ; ; , 54464 , 


Ber. fiir C,,H,,0,. (6 COOH-Gruppen): 54,07 °/, COOH. 


Letsche fand bei der Titration seiner Siure erheblich 
niedrigere Werte: 50,51 °/o bzw. 50,73 °/o COOH, nach den 
Angaben auf §. 222 (1. c.) berechnet, noch niedriger fand er 
den Carboxylgehalt beim Titrieren in der Hitze. Wie aus 
meinen Zahlen hervorgeht, gab die Probe d keinen wesentlich 
anderen Carboxylwert als die iibrigen Proben. Bei zwei wei- 
teren Priparaten, von denen das erste heif}, das zweite kalt 
titriert wurde, war der COOH-Wert beim zweiten um 0,7 °/o 
héher als beim ersten. 

Die Biloidansaure ist rechtsdrehcnd; eine Ermittelung der 
spezifischen Drehung (annahernd bestimmt) ergab: 

0,2205 g Subst. (bei 120° getrocknet), gelést in 25 ccm 
96°/, igen Alkohols, bewirkten in der 2 dm-Réhre eine Drehung 
von ca. + 0,25°, demnach [a]p = ca. + 14°. Letsche fand 
fiir die Siure C,,H,,0,, bei gleichem Liésungsmittel und glei- 
cher Konzentration [a], = + 12,3°. 

Bei der Beschaffung von Material und Reagenzien bin 
ich aus der Grifin Louise Bose-Stiftung in sehr dankenswerter 
Weise durch eine Geldbeihilfe unterstiitzt worden. 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CX. 13 








































Taurin aus Heringsfleisch und seine kristallographische 
Untersuchung. 


Von 


E. Berner. 





Mit 1 Figur, 





(Aus dem chemischen Laboratorium der Technischen Hochschule zu Trondhjem.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25. Mai 1920.) 








Bei einer im Jahre 1917 ausgefiihrten Untersuchung iiber 
die Extraktivkérper des frischen Heringsfleisches (Clupea 
harengus) fand ich auch Taurin. 

Wiahrend Taurin éfters in den verschiedensten Muscheln 
und im Blute anderer kaltbliitiger Tiere nachgewiesen worden 
ist, ist es meines Wissens bisher nicht im Fischfleisch nach- 
gewiesen worden, und dieser neue Fundort darf somit ein 
gewisses Interesse beanspruchen. 

Ich verfuhr bei meiner Untersuchung so, dafi 5 kg fri- 
sches, von Griiten und Eingeweiden wie von Haut befreites 
Heringsfleisch mit reichlichen Mengen Alkohol extrahiert 
wurden. Die Lésung wurde zuerst im Vakuum eingeengt und 
die klare konzentrierte Lésung dann im Vakuumexsikkator tiber 
konz. Schwefelsiure gestellt, um eine fraktionierte Kristalli- 
sation der Extraktivkérper zu erzielen. 

Nachdem Kreatin (hauptsichlich), Kreatinin wie saures 
Kaliumphosphat auskristallisiert und abfiltriert worden waren, 
erhielt ich schlieBlich schén entwickelte, véllig farblose Kri- 
stalle, welche sich als stickstoff- und schwefelhaltig erwiesen. 
Es wurden im ganzen 0,16 g erhalten, ungefahr entsprechend 
0,03°/,, im Fleische. 

Wegen der kleinen Menge war ich fiir die Identifizierung 
des Kérpers auf kristallographische Methoden hingewiesen. 
Die kristallographische Identifizierung eines chemischen Indi- 
viduums bietet bekanntlich, speziell wenn kleine Stoffmengen 
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vorliegen, ein sehr elegantes Analysenverfahren; es setzt aber 
voraus, daf die Verbindung vorher genau kristallographisch 
untersucht und beschrieben ist. 

Durch Vergleiche meiner Messungen mit denjenigen von 
Kopp und Rammelsberg (siehe Groths Chemische Kristallo- 
graphie, III. Teil, 5S. 125) habe ich nachge- 9 4 
wiesen, daf} der vorliegende Kérper Taurin ist. 





Da aber die alteren kristallographischen 
Untersuchungen von Taurin in gewissen Be- 
ziehungen mangelhaft erscheinen, hielt ich eine 
genauere Untersuchung fiir wiinschenswert; hierzu 
bot iibrigens das aus dem Heringsfleische er- ! 
haltene Taurin ein, wegen den selten gut aus- ! 
gebildeten Kristallen, sehr geeignetes Material. |m | m 


Zum Vergleiche habe ich Winkelmessungen 
wie optische Untersuchungen an einigen Taurin- 
kristallen, die seinerseits von Professor Ham- | 
marsten in Upsala aus Ochsengalle dargestellt | 
waren, angestellt und zeigen kénnen, dal} dies 
Taurin vollig dieselben Winkel und dieselbe 
Flachenausbildung wie mein aus Heringsfleisch 
isoliertes Taurin hat, und somit auch hierdurch die Identitit 
desselben bewiesen. 

















Die kristallographische Untersuchung. 
Taurin, Aminoithylsulfosiure, C,H, NSO,. 

Die Kristalle sind aus wisseriger Lésung bei Zimmer- 
temperatur erhalten. Symmetrieklasse: monoklin-prismatisch. 

a:b:c=0,6817:1:0,9073 B=93° 47’. 

Folgende Formen treten auf: b {010}, m {110}, i {112}, 
: {112}, p {101}, q {012}. 

Die Kristalle sind saéulenférmig nach der Kante m:b 
verlingert. Hiufig ist die Form m {110} sehr vorherrschend. 


An einigen Kristallen wurde Zwillingbildung nach der Fliche 
b (010) beobachtet; durch b sieht man dann ein doppeltes 
Achsenhild. 


































